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1 Einleitung
Ionentransportprozesse spielen in allen Organismen eine wichtige Rolle. Durch sie werden
Signale u¨bertragen, der Stoffwechsel reguliert und viele physiologische Prozesse gesteuert. Es
sind inzwischen zahlreiche Erbkrankheiten auf Mutationen in Genen fu¨r Ionenkana¨le und Io-
nentransporter zuru¨ckgefu¨hrt worden (Ashcroft, 2000; Lehmann-Horn und Jurkat-Rott, 1999).
Die Tatsache, daß ein defekter Ionentransport ha¨ufig zu einem Funktionsverlust eines oder
mehrerer Organe fu¨hrt, unterstreicht die Bedeutung der Ionentransportprozesse.
Eine besondere Rolle spielen die Chloridtransportprozesse, da Chlorid das am ha¨ufigsten
vorkommende Anion in Sa¨ugerzellen ist. Ein Funktionsverlust des Zystischen–Fibrose–Leitfa¨-
higkeits–Regulator (CFTR) fu¨hrt zu einer gesto¨rten epithelialen Chloridsekretion, davon sind
hauptsa¨chlich die Lungen betroffen (Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989). Die Zysti-
sche Fibrose ist eine der am weitesten verbreiteten Erbkrankheiten unter Kaukasiern (Mittel-
europa¨ern). Die kongenitale Myotonie ist auf einen Defekt in CLCN1 zuru¨ckzufu¨hren, ein
spannungsgesteuerter Chloridkanal aus der CLC–Familie. ClC–1 ist an der Repolarisation der
Muskelzellen beteiligt und stabilisiert das Membranpotential (Koch et al., 1992). Ebenso sind
verschiedene Nierenerkrankungen auf Dysfunktionen im Chloridtransport zuru¨ckzufu¨hren.
Die Dent’sche Krankheit wird durch eine Mutation in CLCN5 verursacht (Lloyd et al., 1996).
Das Bartter–Syndroms wird durch Mutationen in verschiedenen Genen, die fu¨r Chloridtrans-
porter kodieren, verursacht: CLCNKB, ebenfalls ein CLC–Chloridkanal, (Simon et al., 1997)
und SCL12A1, dem Gen fu¨r den Na+/K+/2Cl−Kotransporter (Simon et al., 1996a). In Maus-
modellen fu¨r NKCC1 wurde gezeigt, daß ein Verlust der Funktion dieses Transporters zu einer
schweren Innenohrdegeneration (Delpire et al., 1999) und ma¨nnlicher Unfruchtbarkeit (Pace
et al., 2000) fu¨hrt. Eine besondere Rolle spielt die Chloridhomo¨ostase in Neuronen. Wa¨hrend
der Entwicklung vera¨ndert sich die intrazellul¨are Chloridkonzentration und bestimmt, ob
GABAerge und glyzinerge Synapsen exzitatorisch oder inhibitorisch wirken (Cherubini et al.,
1991).
Allein aus den Expressionsmustern und den funktionellen Erkenntnissen ist es ha¨ufig
schwierig, wenn nicht unmo¨glich, auf die Funktion eines Protein zu schließen. Die physiolo-
gische Funktion eines Proteins l¨aßt sich gut untersuchen, wenn man Organismen, die dieses
Protein nicht besitzen oder eine Fehlfunktion in diesem Protein haben, mit gesunden Or-
ganismen vergleicht. Insbesondere die Knockout–Technologie hat in den letzten Jahren die
Mo¨glichkeit ero¨ffnet, die Funktionsweise bekannter Proteine im physiologischen Zusammen-
hang zu untersuchen. Aus dem Pha¨notyp der Knockout Maus kann man erkennen, in welchen
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Organen das Protein eine wichtige Rolle spielt, wo die Funktion des Proteins limitierend ist
und ob sie mo¨glicherweise durch andere Proteine u¨bernommen werden kann.
In dieser Arbeit sollen die physiologische Funktion der Chloridtransportproteine ClC–
2 und KCC2 untersucht werden. Da deren physiologische Funktion bisher nicht genau be-
kannt ist wurden in unsere Arbeitsgruppe Knockout Mausmodelle hergestellt (Bo¨sl et al., 2000;
Hu¨bner et al., 2000).
Der zu den CLC–Chloridkana¨len geho¨rende ClC–2 wird ubiquita¨r exprimiert (Thiemann
et al., 1992), konnte aber in einigen Geweben relativ spezifisch nachgewiesen werden, darunter
sind Gehirn, Lunge, Niere, Leber und Magen zu finden. Die CLC–Chloridkanalfamilie umfaßt
neun verschiedene Gene in Sa¨ugern. Fu¨r einige dieser Kana¨le ist die Funktion durch Analyse
von Erbkrankheiten bekannt. ClC–1 ist an der Repolarisation der Muskelzelle beteiligt und
Vera¨nderungen in diesem Gen fu¨hren zur kongenitalen Myotonie (Steinmeyer et al., 1991a;
Koch et al., 1992). Mutationen in CLCNKB (Simon et al., 1997) und CLCN5 (Fisher et al.,
1995; Lloyd et al., 1996) sind die Ursache fu¨r das Bartter Syndrom oder die Dent’sche Krank-
heit, zwei Nierenerkrankungen. U¨ber die physiologische Funktion der anderen Mitglieder der
CLC–Familie ist bisher nichts bekannt, einige lassen sich bisher nicht funktionell untersu-
chen, da sie keine Kana¨le in der Plasmamembran sind. Mo¨glicherweise sind sie intrazellul¨are
Chloridkana¨le, die in der Ansa¨uerung von Vesikeln eine Rolle spielen, indem sie fu¨r einen
Ladungsausgleich sorgen.
ClC–2 ist ein einwa¨rtsgleichrichtender Chloridkanal, der durch negative Membranpotentia-
le, sauren extrazellul¨aren pH–Wert und Zellschwellung aktiviert werden kann. Aufgrund seines
breiten Expressionsmusters und seiner biophysikalischen Eigenschaften wurden viele verschie-
dene Funktionen fu¨r diesen Chloridkanal diskutiert. So soll er in der Lungen–, Nieren– und
Leberentwicklung eine Rolle spielen (Murray et al., 1995; Huber et al., 1998). Außerdem wird
vermutet, daß er eine apikale Chloridleitfa¨higkeit in Magenepithelzellen darstellt, und dadurch
an der Magensa¨uresekretion beteiligt ist (Malinowska et al., 1995). Diese Hypothesen sollen in
der Analyse der Clcn2−/− Maus u¨berpru¨ft werden.
Von beiden untersuchten Chloridtransportproteinen wurde eine Funktion in der Regula-
tion der intraneuronalen Chloridkonzentration vermutet. Die Synaptische Inhibition durch
GABAA– und Glyzin–Rezeptoren ha¨ngt von einer niedrigen intrazellul¨aren Chloridkonzentra-
tion ab. Im Unterschied zu dem exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat vera¨ndert sich
die Wirkung der Neurotransmitter GABA und Glyzin wa¨hrend der Entwicklung, da zuna¨chst
das elektrochemische Chloridpotential positiver als das Ruhemembranpotential ist und erst
wa¨hrend der Entwicklung unterhalb des Ruhemembranpotential sinkt.
Smith und Mitarbeiter zeigen in hippokampalen Pyramidenzellen eine spannungsaktivier-
te Chloridleitfa¨higkeit, die eine wichtige Rolle in der Modulation der neuronalen Inhibition
durch GABA spielt (Smith et al., 1995). Diese Chloridleitfa¨higkeit hat die gleichen Aktivie-
rungseigenschaften wie ClC–2, außerdem wurde ClC–2 in den gleichen Neuronen nachgewie-
sen, in denen die Chloridleitfa¨higkeit gemessen wurde. Von diesen Beobachtungen ausgehend
erwartete man, daß ClC–2 einen Chloridkanal ist, der an der Regulation der Chloridkonzen-
tration in Neuronen beteiligt ist (Smith et al., 1995; Staley et al., 1996).
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Misgeld und Mitarbeiter zeigen, daß ein Furosemid–sensitiver Transportmechanismus den
Chloridgradienten von Neuronen aufrechterha¨lt (Misgeld et al., 1986); der ausschließlich
neuronal exprimierte, furosemidsensitive Kalium–Chlorid–Kotransporter KCC2 (Payne et al.,
1996) war daher ein guter Kandidat fu¨r diesen Transportmechnismus. KCC2 geho¨rt in die
Familie der Kationen–Chlorid–Kotransporter, die bisher vier Mitglieder za¨hlt. In die glei-
che Genfamilie geho¨ren auch die Na+/K+/2Cl−–Kotransporter (NKCC) und der Thiazid–
sensitive Na+/Cl−–Kotransporter (NCC). U¨ber die genaue Funktion der KCC–Transporter ist
bisher wenig bekannt. KCC1 wird durch Zellschwellung aktiviert und man vermutet, daß er
der Erythrozyten K+/Cl−Kotransporter ist (Pellegrino et al., 1998).
3
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2 Wissenschaftliche Grundlagen
2.1 Zellula¨rer Transport
Zellen sind von Membranen umgeben. Diese Membranen, deren Aufbau von Bakterien bis zu
Sa¨ugern prinzipiell der gleiche ist, bestehen aus Lipiddoppelschichten. Die Lipide aller biolo-
gischer Membranen sind amphiphil, das bedeutet, daß sie aus einem hydrophilen und einem
lipophilen Teil bestehen. Diese Moleku¨le bilden in wa¨ssriger Umgebung geordnete Strukturen
aus, wobei die hydrophilen Teile sich dem Wasser zuwenden und die lipophilen Regionen
untereinander Kontakt haben; es bilden sich Lipiddoppelschichten. Reine Lipiddoppelschich-
ten sind fu¨r Ionen und polare Substanzen, wie Glukose und Aminosa¨uren, undurchl¨assig,
wa¨hrend unpolare Gase, wie Sauerstoff und Kohlendioxid und einige kleine Moleku¨le durch
sie diffundieren ko¨nnen.
Durch einen selektive Transport ko¨nnen Zellen ein spezielles Milieu und einen gerichteten
Stoffwechsel aufbauen. Der selektive Transport wird durch Proteine ermo¨glicht, die in die etwa
5nm dicke Membran eingelagert sind. Diese Membranproteine haben ebenfalls amphiphile
Eigenschaften. Dort, wo sie mit der Membran in Kontakt stehen, sind sie hydrophob, die
Bereiche, die in das Zytoplasma und den Extrazellul¨arraum ragen, sind hydrophil.
Fu¨r den Transport existieren verschiedene Klassen von Proteinen. Man unterscheidet zwi-
schen aktivem und passivem Transport. Beim passiven Transport bewegen sich die Substanzen
aufgrund ihrer Konzentrationsgradienten, der aktive Transport erfolgt unter Energieaufwand
gegen einen Konzentrationsgradienten. Im Fall von Ionen und geladenen Moleku¨len spielt
neben dem Konzentrationsgradienten das elektrische Feld, das sich an der Zellmembran bil-
det, eine wichtige Rolle. Insgesamt entscheidet der elektrochemische Gradient daru¨ber, ob eine
Substanz passiv transportiert werden kann.
Die intra– und extrazellul¨aren Ionenkonzentrationen sind sehr unterschiedlich. Sie werden
durch aktive Pumpprozesse unter ATP–Hydrolyse aufrechterhalten. In der Plasmamembran
von Tiern sorgt die Na+/K+–ATPase fu¨r eine niedrige intrazellul¨are Natrium– und eine hohe
Kaliumkonzentration. Der hierdurch gewonnene Gradient stellt die Triebkraft fu¨r viele weitere
Transportprozesse zu Verfu¨gung.
Durch die asymmetrische Verteilung der Ionen bildet sich eine elektrische Potentialdiffernz
an der Zellmembran. Diese l¨aßt sich fu¨r den Fall, daß die Membran nur fu¨r eine einzelne
Ionensorte permeabel ist, mit Hilfe der Nernst’schen Gleichung berechnen:
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Ion intrazellul¨ar extrazellul¨ar Gleichgewichtspotential
in mM in mM in mV
Na+ 12 145 +67
K+ 140 4 -95
Ca2+ 10−4 1,8 +131
Cl− 4 — 40 115 -90 — -30
Tabelle 2.1: Inonenkonzentrationen und Gleichgewichtspotentiale
∆ϕX =
RT
zF
· ln [X]außen
[X]innen
(2.1)
Hier steht R fu¨r die allgemeine Gaskonstante, T fu¨r die absolute Temperatur, F fu¨r die
Faraday–Konstante und z fu¨r die Ladung des Ions X. Die Gleichung l¨aßt sich fu¨r mehrere
Ionensorten erweitern, wenn die unterschiedlichen Membranpermeablita¨ten P der einzelnen
Ionen bekannt sind. Die Goldmann–Hodgkin–Katz–Gleichung wird zur Beschreibung benutzt
(Hodgkin et al., 1949), dabei wird angenommen, daß innerhalb der Membran das Potential
gleichma¨ßig abfa¨llt, also eine konstante Feldsta¨rke herrscht:
EMembran =
∑
X
∆ϕX =
RT
F
· ln
∑
PK[K]außen + PA[A]innen∑
PK[K]innen + PA[A]außen
(2.2)
Diese Gleichung gilt nur fu¨r einwertige Kationen (K) und Anionen (A), so daß z = 1 ist.
Membranpotentiale sind in jedem Organismus unterschiedlich, das Zellinnere ist in Ruhe
aber immer negativ gegenu¨ber dem Zell¨außeren. Bei Pflanzen werden teilweise Membranpo-
tentiale von weniger als -200mV erreicht.
Organismus Art Zelltyp Ruhepotential
in mV
Bakterien Bacillus subtilis -60 — -75
Pflanzen Acetabularia Stielzelle -140 — -200
Mimose Parenchymzelle -160
Elodea Blattparenchymzelle -280
Invertebraten Helix Riesenneuron -53
Hirudo glatte Muskelzelle -27
Vertebraten Ratte Speicheldru¨senzelle -28
Katze spinales Motoneuron -60 — 80
Tabelle 2.2: Ruhemembranpoteniale in verschieden Zelltypen
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Die erste Klasse von Transportproteinen stellen die ATP–getriebenen Pumpen dar, sie werden
auch ATPasen genannt. Sie benutzen die Energie, die bei der ATP–Hydrolyse frei wird, um
Ionen gegen einen Konzentrationsgradienten u¨ber eine Membran zu transportieren. Sie sorgen
fu¨r die geringe Na+– und Ca2+–Konzentration in fast allen Zellen.
Ionenkana¨le bilden die zweite Klasse von Transportproteinen. Sie erlauben die passive
Diffusion von Ionen durch die Membran. Wie der Name schon sagt bilden sie einen Kanal
durch die Lipiddoppelschicht, die sogenannte Pore.
Das O¨ffnen dieser Pore kann unter anderem durch das Membranpotential, eine Volu-
mena¨nderung der Zelle, der pH–Wert oder die Bindung von Liganden gesteuert werden. Man
teilt daher die Kana¨le in Klassen ein und unterschiedet beispielsweise spannungsabha¨ngige und
ligandengesteuerte Ionenkana¨le. Man unterscheidet weiterhin zwischen Kationen– und Anio-
nenkana¨len. Durch ein Selektivita¨tsfilter sind viele Ionenkana¨le spezifisch fu¨r eine Ionensorte.
Die dritte Klasse von Transportporteinen bilden die Transporter im engeren Sinn. Sie
koppeln den Transport von Moleku¨len an einen Gradienten eines anderen Moleku¨ls oder
Ions. Ihre Transportrate ist geringer als die von Ionenkana¨len. Sie besitzen keine Pore wie
Ionenkana¨le, durch die die Ionen diffundieren ko¨nne, sondern transportieren durch eine
Konformationsa¨nderung des Proteins die Substanzen u¨ber die Membran.
2.2.1 Ionenkana¨le
2.2.1.1 Kationenkana¨le
Zu Beginn der elektrophysiologischen Forschung hat man sich im wesentlichen mit Katio-
nenkana¨len bescha¨ftigt. Die grundlegenden Arbeiten zum Aktionspotential und der Reizwei-
terleitung im Nerven gehen auf Untersuchungen von Natrium– und Kaliumkana¨len zuru¨ck,
die abha¨ngig vom Membranpotential o¨ffnen und schließen (Hodgkin et al., 1949). Erst in
den 80er Jahren gelang die Klonierung des ersten Natriumkanals (Noda et al., 1984). Die
Klonierung eines Kalziumkanals (Tanabe et al., 1987) und eines Kaliumkanals (Kamb et al.,
1987; Papazian et al., 1987; Pongs et al., 1988) folgte kurze Zeit spa¨ter. Diese Kationenkana¨le
geho¨ren zu einer Genfamilie, die sich wahrscheinlich aus einem gemeinsamen Vorl¨auferkanal
entwickelt hat.
Die spannungsabha¨ngigen Kaliumkana¨le sind alle nach dem gleichen Prinzip aufgebaut.
Der Kanal wird durch vier Monomere mit jeweils sechs Transmembrandoma¨nen gebildet.
Eine haarnadelfo¨rmige Schleife, die sogenannte P–loop, taucht von der extrazellul¨aren Seite
in die Plasmamembran ein und bildet die Kanalpore und das Selektivita¨tsfilter. Man fu¨hrt
das spannungsabha¨ngige Schalten auf eine Bewegung der vierten Transmembrandoma¨ne (S4)
zuru¨ck. Die vierte Transmembrandoma¨ne entha¨lt zahlreiche positiv geladene Aminosa¨uren,
die im elektrischen Feld der Membran bewegt werden. Dadurch besitzt der Kanal einen
intrinsischen Spannungssensor.
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Spannungsgesteuerte Natrium– und Kalziumkana¨le besitzen den selben prinzipiellen Auf-
bau, allerdings sind hier die vier Untereinheiten im selben Protein kovalent miteinander ver-
knu¨pft.
Daru¨berhinaus wurden zahlreiche andere Kationenkana¨le kloniert, die sich von der prin-
zipiellen Struktur nur wenig unterscheiden. Die Monomere der sogenannten einwa¨rtsgleich-
richtenden Kaliumkana¨le, wie ROMK (Ho et al., 1993), bestehen aus der P–loop und zwei
flankierenden Transmembrandoma¨nen. Die Familie der TWIK–Kana¨le besteht aus einer Ver-
dopplung diese Motivs (Lesage et al., 1996). Bei der Familie der TOK–Kana¨le ist das Motiv
eines spanungsabha¨ngigen Kaliumkanals mit dem eines einwa¨rtsgleichrichtenden Kaliumka-
nals fusioniert (Ketchum et al., 1995).
2.2.1.2 Chloridkana¨le
Chloridkana¨le wurden in Membranen fast aller Sa¨ugerzellen nachgewiesen. Da Chlorid das
ha¨ufigste Anion in Sa¨ugerzellen ist, erfu¨llt es wichtige physiologische Funktionen, zum Beispiel
die Stabilisierung des Membranpotentials in erregbaren Zellen wie Neuronen und Muskelzellen
(z. B. ClC-1) (Steinmeyer et al., 1991b) oder sind selbst an der Signaltransduktion beteiligt.
Weiterhin spielt es eine wichtige Rolle bei der pH-Wert- und Volumenregulation, und hat
eine wichtige Funktion fu¨r den transepithelialen Transport. Neben der Familie der CLC–
Chloridkana¨le, den GABAA– und Glyzin–Rezeptoren gibt es noch viele andere Chloridkana¨le,
die elektrophysiologisch gut untersucht sind, deren genetische Struktur aber bisher unbekannt
ist. Außerdem wird fu¨r viele klonierte Transportproteine, z.B. pICln oder Phopholemman
(Krapivinsky et al., 1994; Moorman et al., 1992) eine Chloridkanalaktivita¨t diskutiert, diese
konnte in den meisten Fa¨llen aber nicht u¨berzeugend gezeigt werden.
Bei den klonierten Chloridkana¨len unterscheidet man die folgenden drei Klassen:
• spannungsabha¨ngige Chloridkana¨le der CLC–Familie
• ligandengesteuerte Glyzin– und GABAA–Rezeptoren
• den nukleotidabha¨ngigen Zystische–Fibrose–Transmembran–Leitfa¨higkeits–Regulator
Im Gegensatz zu Kationenkana¨len ist die Funktionsweise von Chloridkana¨len noch nicht
besonders gut aufgekl¨art. Bislang ist es nicht gelungen die Porenregion der CLC–Kana¨le und
von CFTR zu identifizieren oder die dreidimensionale Struktur zu entschlu¨sseln.
2.2.1.3 Die Familie der ClC–Chloridkana¨le
Durch Expressionklonierung wurde 1990 das erste Mitglied der CLC–Familie aus dem elektri-
schen Organ des Rochens Torpedo marmorata identifiziert (Jentsch et al., 1990). Mittlerweile
konnte in Sa¨ugern neun verschiedene ClC–Gene identifiziert werden (Jentsch et al., 1999),
daru¨berhinaus wurden sie auch in dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans (Schriever et al.,
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ClC-7
ClC-6
ClC-5
ClC-4
ClC-3
ClC-Kb
ClC-Ka
ClC-2
ClC-1
ClC-0
Niere,
auch Gehirn, Leber
Expression Funktion
Stabilisierung des
Membranpotentials
Regulation von pH,
Volumen, [Cl
-
]
i
Stabilisierung des
Membranpotentials
epithelialer Transport
epithelialer Transport
epithelialer Transport
?
?
?
?
Torpedo marmorata
Elektrozyten
Skelettmuskel
ubiquitär
Niere
Niere
breite Verteilung
breite Verteilung
ubiquitär
ubiquitär
Krankheit
Myotonie
Bartter Syndrom
Dentsche Krankheit
Abb. 2.1: Dendrogramm der CLC Famile in Vertebraten. Durch die Abstufungen in der Sequenz-
homologie lassen sie sich in drei Unterfamilien einteilen. Die Homologie dieser Unterfamilien
ist geringer als 30%. Neben der Expression sind, soweit bekannt, noch Funktion und assoziierte
Krankheiten angegeben. Die La¨nge der horizontalen Linien gibt ungefa¨hr den Homologieunt-
schied an. Das Dendrogramm wurde mit ClustalX (NCBI, USA) erstellt (Thompson et al.,
1997).
1999), in Pflanzen wie Arabidopsis thaliana und in der Hefe Saccharomyces cerevisiae nach-
gewiesen (Greene et al., 1993; Hechenberger et al., 1996). Auch Eubakterien wie Escheria coli
(Fujita et al., 1994) und Archebakterien wie Mehanococcus janaschii (Bult et al., 1996) haben
ClC–Gene.
ClC–1, der Muskelchloridkanal Das erste Gen der CLC–Familie in Sa¨ugern wurde in Mus-
kelzellen gefunden (Steinmeyer et al., 1991b). Dort war eine hohe Chloridleitfa¨higkeit beschrie-
ben worden (Bretag, 1987). Die elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften
von ClC–1 stimmten mit den fu¨r den Muskel bekannten Chloridleitfa¨higkeiten gut u¨berein.
Dieser Kanal sorgt fu¨r die Repolarisation der Muskelzelle und stabilisiert das Membranpotenti-
al. Mutationen in diesem Gen fu¨hren zu verschiedenen Formen der Myotonie. Bei Menschen
unterscheidet man die autosomal dominant vererbte Thomsen’s Myotonie und die rezessiv
vererbte Becker Myotonie. Der Pha¨notyp der ADR–Maus konnte ebenfalls auf eine Mutation
im ClCN–1 Gen zuru¨ckgefu¨hrt werden. (Steinmeyer et al., 1991a; Koch et al., 1992). Die-
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se Mutationen haben starke Auswirkungen auf die elektrophysiologischen Eigenschaften des
heterolog exprimierten Proteins. Die meisten dominanten Mutationen verschieben die span-
nungsabha¨ngige O¨ffnung des Kanals zu positiven Potentialen (Pusch et al., 1995b), wa¨hrend
die rezessiv vererbten Mutationen zu einem Funktionsverlust oder zu einer starken Reduktion
der Chloridleitfa¨higkeit fu¨hren (Meyer-Kleine et al., 1995; Wollnik et al., 1997).
ClC–2 wird ubiquita¨r exprimiert ClC–2 wurde aufgrund seiner Homologie zu ClC–1 aus
einer Rattengehirn-cDNA Bibliothek kloniert (Thiemann et al., 1992). ClC–2 ist ubiquita¨r
exprimiert. Der offene Leserahmen kodiert fu¨r ein Protein mit 907 Aminosa¨uren und einer
relativen Molmasse von 99kD. Es wird vermutet, daß ClC–2 wie ClC–1 und ClC–0 funktionelle
Homooligomere bildet. Neben der Rattenisoform wurde inzwischen auch die des Menschen
(Cid et al., 1995), des Kaninchens (Furukawa et al., 1995; Malinowska et al., 1995) und der
Maus (Joo et al., 1999) kloniert.
Das fu¨r ClC–2 kodierende Gen wurde beim Menschen auf Chromosom 3 (3q27) lokalisiert
(Protopopov et al., 1996). Bisher konnte keine Erbkrankheit in dieser Region lokalisiert werden,
die man mit einer Mutation in Clcn2erkl¨aren ko¨nnte.
ClC–2 wird nicht nur im Gehirn und Herz exprimiert, er konnte durch Northern–Blot
Analyse (Cid et al., 1995; Thiemann et al., 1992) und RT–PCR (Furukawa et al., 1995) bisher
in allen untersuchten Geweben und Kulturzellinien nachgewiesen werden. Es wird daher
angenommen, daß dieser ubiquita¨r exprimierte Chloridkanal eine wichtige Grundfunktion
(Housekeeping–Funktion) in allen Zellen besitzt.
In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, daß ClC–2 in einigen Geweben relativ spezi-
fisch exprimiert wird. Durch in situ Hybridisierungen konnte ClC–2 in Pyramidenzellen des
Hippokampus, aber nicht in Zellen des Gyrus dentatus nachgewiesen werden (Smith et al.,
1995). Durch immunhistochemische Untersuchungen wurde ClC–2 in der apikalen Mem-
bran des Lungenepithels lokalisiert (Murray et al., 1995), dort findet man auch den CFTR–
Chloridkanal. Andere Untersuchungen zeigen eine spezifische Expression von ClC–2 in der
Niere (Murray et al., 1996; Obermu¨ller et al., 1998), und der apikalen Membran des HCl
sezernierenden Magenepithels (Malinowska et al., 1995).
Auf diesen Ergebnissen basierend wurde viel u¨ber die physiologische Funktion von ClC–2
spekuliert. So soll er in der Lungen– (Murray et al., 1995) und Nierenentwicklung (Huber et al.,
1998) eine wichtige Rolle spielen. Es wird vermutet, daß die Magensa¨uresekretion durch ClC–2
reguliert wird (Malinowska et al., 1995). Daru¨berhinaus ko¨nnte ClC–2 an der Regulation der
intrazellul¨aren Chloridkonzentration von Neuronen beteiligt sein (Staley et al., 1996).
Durch heterologe Expression von ClC–2 cRNA in Xenopus Oozyten und in Sa¨ugertierzel-
len wird eine hyperpolarisationsaktivierte Chloridleitfa¨higkeit induziert. Bei Membranpoten-
tialen negativer als -60 mV aktiviert der Strom langsam und sa¨ttigt nach 20 bis 30 Sekunden.
ClC–2 ist einwa¨rtsgleichrichtend, die Chloridionen stro¨men leichter aus der Zelle, als bei
umgepolter Membran in sie hinein. Man spricht hier von einwa¨rtsgleichrichtend, da man
sich auf den resultierenden elektrischen Strom bezieht. Der elektrische Strom ist als Bewe-
10
2.2 Transportproteine
gung von positiven Ladungen definiert. A¨ndert man das Membranpotential in einem Schritt
von negativen Potentialen, bei den ClC–2 aktiviert, zum positiveren Spannungen als dem
Ruhemembranpotential, deaktiviert der Kanal innerhalb von einigen Sekunden. Im Bereich
physiologischer Spannungen, d.h. positiver als -60 mV, nimmt die Leitfa¨higkeit sehr stark ab
(Abb. 2.2). Der Amino–Terminus von ClC–2 entha¨lt eine Doma¨ne, die fu¨r das Schalten das
Kanals erforderlich ist. Eine Deletion dieser Doma¨ne fu¨hrt zu einem sofort o¨ffnenden Kanal.
Mutationen in der intrazellul¨aren Schleife zwischen der siebten und achten Transmembran-
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Abb. 2.2: A, ClC–2 l¨aßt sich durch Hyperpolarisation der Membran aktivieren, charakteristisch
ist die langsame Kinetik. Die einwa¨rtsgleichrichtende Charakteristik ist gut zu erkennen. B, ClC–2
ist schwellungsaktiviert. Nach 15 bis 20 Minuten in hypotonem Medium nimmt die Leitfa¨higkeit
dramatisch zu, die Kinetik a¨ndert sich ebenfalls. Dieser Effekt ist vollkommen reversibel. C,
Bei alkalischem pH–Wert nimmt der maximale Strom ab, wobei bei saurem extrazellul¨aren pH–
Wert ClC–2 aktiviert wird. Die Daten wurden teilweise zu Beginn der Arbeit selbst gemessen, die
pH–Wert Abha¨ngigkeit ist von Jordt und Jentsch, 1997 u¨bernommen worden.
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doma¨ne fu¨hren ebenfalls zu einem sofort o¨ffnenden Kanal. Daher nimmt man an, daß dort
die Bindungsstelle fu¨r diese Doma¨ne liegt (Jordt und Jentsch, 1997). In Analogie zu den Sha-
ker Kaliumkana¨len wurde hier ein Ball und Kette–Modell vorgeschlagen (Gru¨nder et al., 1992).
Die Ionenselektivita¨t von ClC–2 entspricht der Ionenselektivita¨t von ClC–0 und ClC–1 mit :
Cl−> Br−> I−. Bislang sind keine spezifischen Inhibitoren fu¨r ClC–2 bekannt. Auch durch
hohe Konzentrationen (1mM) von SITS, DIDS oder 9AC wird ClC–2 nur teilweise blockiert.
Die Einzelkanalleitfa¨higkeit betra¨gt 3 pS (Weinreich und Jentsch, 2000b). Dieser Wert liegt
nahe an der Auflo¨sungsgrenze der patch clamp Methode.
ClC–2 kann in Xenopus Oozyten außer durch Hyperpolarisation der Membran durch ein
hypotones extrazellul¨ares Medium aktiviert werden (Gru¨nder et al., 1992) (Abb. 2.2 B). Senkt
man die Osmolarita¨t des extrazellul¨aren Mediums von 225mosm auf 105mosm, schwellen die
Zellen an. Nach etwa 15 Minuten in hyopotenem Medium beobachtet man eine deutlich
schnelleren Anstieg der Stro¨me u¨ber den gesamten Spannungsbereich. Die Leitfa¨higkeit bei
physiologischen Potentialen ist ebenfalls deutlich erho¨ht. Die Volumenaktivierung ist voll-
kommen reversibel.
Daru¨ber hinaus l¨aßt sich ClC–2 durch sauren extrazellul¨aren pH–Wert aktivieren (Jordt
und Jentsch, 1997). Senkt man den pH–Wert auf pH6,5, nehmen die Stro¨me zu, die zu Beginn
der Aktivierung zu beobachten sind. Die Aktivierung erfolgt schon beim Ruhemembranpo-
tential (Abb. 2.2 C). Erho¨ht man den pH–Wert auf pH8 bis pH8,5 nimmt der Strom deutlich
ab. Mo¨glicherweise verschiebt sich die Spannungsabha¨ngigkeit des Schaltens von ClC–2 mit
dem pH–Wert.
Die nierenspezifischen ClC–K Kana¨le Die eng verwandten ClC–K Proteine werden nahezu
ausschließlich in der Niere exprimiert. Es wurden bisher zwei Isoformen identifiziert, ClC–Ka
und ClC–Kb beim Menschen und ClC–K1 und ClC–K2 bei der Ratte (Kieferle et al., 1994;
Uchida et al., 1993; Adachi et al., 1994). Da die Proteine zu mehr als 90% homolog zueinan-
der sind, kann man anhand der Sequenz nicht sagen, welchem ClC–K des Menschen welcher
ClC–K einer anderern Spezies entspricht; anhand der Funktionen ist wahrscheinlich ClC–Ka
ClC–K1 und ClC–Kb ClC–K2 zuzuordnen. Mutationen im CLCNKB Gen fu¨hren zu einer
Form des Bartter Syndroms (Simon et al., 1997), die Deletion des CLCNK1 Gens in der
Maus lo¨st einen nierenbedingten Diabetes insipidus aus (Matsumura et al., 1999). Beide Nie-
renerkrankungen ko¨nnen durch einen Verlust des transepithelialen Chloridtransports erkl¨art
werden. Die Expression von ClC–K1 in Xenopus Oozyten fu¨hrt zu auswa¨rtsgleichrichtenden
Stro¨men, die durch einen sauren extrazellul¨aren pH–Wert inhibiert werden. Eine Reduktion
der extrazellul¨aren Ca2+–Konzentration inhibiert den Strom. Die Ionenselektivita¨t ist Br−>
Cl−> I−(Adachi et al., 1994; Waldegger und Jentsch, 2000). Inwiefern die Expression der an-
deren ClC–K–Kana¨le ebenfalls zu meßbaren Stro¨men fu¨hrt, ist umstritten. Bisher hat nur eine
Arbeitsgruppe Stro¨me beschrieben, die durch ClC–K2 hervorgerufen werden (Adachi et al.,
1994). Jedoch fu¨hrt die Expression einer Spleißvariante, der die zweite Transmembrandoma¨ne
fehlt, zu identischen Stro¨men. Mo¨glicherweise induziert die Expression von ClC–K2 nur eine
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endogene Chloridleitfa¨higkeit in Xenopus Oozyten (Waldegger und Jentsch, 2000).
Die zweite Unterfamilie ClC–3, ClC–4 und ClC–5 Die zweite Unterfamilie wird von ClC–
3, ClC–4 und ClC–5 gebildet. Sie weisen eine breite Gewebeverteilung auf. ClC–3 (Kawasaki
et al., 1994) wird als volumenaktivierter Chloridkanal diskutiert (Duan et al., 1997). Bisherige
Untersuchungen ergaben jedoch widerspru¨chliche Ergebnisse. Die Gruppen von Jentsch und
Miller konnten bisher keine funktionelle Expression von ClC–3 beobachten. Andere Gruppen
beschreiben jedoch einen auswa¨rtsgleichrichtenden Strom mit einer Ionenselektivita¨t von I−>
Cl− (Duan et al., 1997; Fahlke et al., 1997b; Kawasaki et al., 1994; Kawasaki et al., 1995),
der sich deutlich von den Stro¨men von ClC–4 und ClC–5 unterscheidet (Friedrich et al.,
1999). Die von Duan vorgeschlagene Funktion als volumenaktivierter Chloridkanal (Duan
et al., 1997) ist umstritten und die physiologische Bedeutung von ClC–3 unklar (Jentsch et al.,
1999). Mo¨glicherweise ist ClC–3 a¨hnlich wie ClC–5 ein intrazellul¨arer Chloridkanal, der bei
der Ansa¨urung von Vesikeln fu¨r den Ladungsausgleich sorgt. Unvero¨ffnentlichte Ergebnisse
aus unserem Labor zeigen, daß ClC–3 eine Kanal in endosomlalen Kompartimenten ist.
U¨ber die Funktion von ClC–4 (Sakamoto et al., 1996) ist wenig bekannt. Die Eigenschaften
des heterolog exprimierten Kanals stimmen mit denen von ClC–5 u¨berein (Friedrich et al.,
1999)
ClC–5 wird hauptsa¨chlich in der Niere exprimiert und ist verantwortlich fu¨r die Dent’sche
Krankheit, einer erblichen Nierenerkrankung, die zur Kalziurie und zum Ausscheiden von
niedermolekularen Proteinen fu¨hrt (Fisher et al., 1995; Lloyd et al., 1996). Die Mutationen
vera¨ndern die elektrophysiologischen Eigenschaften heterolog exprimierter Kana¨le stark (Lloyd
et al., 1997; Gu¨nther et al., 1998). ClC–4 und ClC–5 sind auswa¨rtsgleichrichtend und haben
beide eine fu¨r CLC Kana¨le typische Ionenselektivita¨t von Cl− > I−. Obwohl ClC–5 sich gut
mit Hilfe heterologer Expression elektrophysiologisch untersuchen l¨aßt, ist er mo¨glicherweise
fu¨r den Ladungsausgleich in endozytotischen Vesikeln wichtig (Gu¨nther et al., 1998; Piwon
et al., 2000).
ClC–6 und ClC–7: nicht funktionell exprimierbare Chloridkana¨le ClC–6 und ClC–7 bil-
den die dritte CLC Unterfamilie. Beide werden ubiquita¨r exprimiert (Brandt und Jentsch,
1995). U¨ber die Funktion von ClC–6 und ClC–7 ist bisher nichts bekannt. Bisher ist es
nicht gelungen, diese Proteine funktionell zu untersuchen. Zum einen sind diese Kana¨le
mo¨glicherweise in intrazellul¨aren Kompartimenten lokalisiert und gelangen daher nicht an die
Plasmamembran; dies wird fu¨r den Hefekanal scClC (Hechenberger et al., 1996; Schwappach
et al., 1998; Gaxiola et al., 1998) postuliert. Zum anderen ko¨nnten aber auch wichtige Unter-
einheiten fu¨r eine funktionelle Expression fehlen oder die Funktion wird nur in einem sehr
speziellen physiologischen Zusammenhang erlangt. U¨ber die Funktion von ClC–6 und ClC–7
ist bisher nichts publiziert worden.
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Abb. 2.3: Topologiemodell eines ClC–Monomers. Amino– und Karboxytermini liegen intra-
zellul¨ar, die genaue Lokalisation der Transmembrandoma¨ne D4 ist umstritten. Der Abschnitt
zwischen D8 und D9 ist bei mehreren Mitgliedern der CLC–Familie glykosyliert und liegt daher
außen.
Die Struktur der ClC Kana¨le Die ClC–Kana¨le besitzen zwo¨lf Transmembrandoma¨nen; die
Amino– und Karboxytermini liegen zytoplasmatisch. Die Topologie wurde an ClC–1 durch
Einfu¨gen von Glykoliserungsstellen, dem Verdau mit Proteinasen und Messungen mit Zystein
reaktiven Reagentien untersucht (Schmidt-Rose und Jentsch, 1997). Daraus ergab sich die in
Abb. 2.3 dargestellte Topologie fu¨r das Monomer.
Das Auftreten dominanter Mutationen in ClC–1 war ein Hinweis, daß der Kanal als Hete-
romer auftritt. Zuna¨chst wurde eine tetramere Struktur erwartet (Steinmeyer et al., 1994). Die
Aufreinigung von ClC–0 Protein aus dem Elektrozyten des Torpedo californica lies jedoch eher
eine dimere Struktur vermuten (Middleton et al., 1994). Die funktionelle Analyse ku¨nstlicher
Konkatamere unterstu¨tzte diese Vermutung sowohl fu¨r ClC–0 (Ludewig et al., 1996; Middleton
et al., 1996), als auch fu¨r ClC–1 (Fahlke et al., 1997a; Saviane et al., 1999).
In Einzelkanaluntersuchungen wurde gezeigt, daß ClC–0 und ClC–1 ein einzigartiges
Schaltverhalten besitzen. In ClC–0 Einzelkanalmessungen beobachtet man lange Ruhepha-
sen, die durch kurze Phasen von Kanalaktivita¨ten, sogenannten Brusts, unterbrochen sind.
Bei ClC–0 ist die Dauer zwischen den Bursts spannungsabha¨ngig und nimmt mit zuneh-
mender Hyperpolarisation ab. Dies wird als langsames Schalten bezeichnet und weist eine
hohe Temperaturabha¨ngigkeit auf (Pusch et al., 1997). Innerhalb der Bursts werden zwei
Leitfa¨higkeitsstufen von jeweils etwa 8pS beobachtet. Dies kann durch zwei Zusta¨nde einer
einzelnen Pore oder durch zwei unabha¨ngige Poren erkl¨art werden. Konkatamere, die zwei
Untereinheiten mit unterschiedlichen Leitfa¨higkeiten besitzen, sind ein deutlicher Hinweis auf
zwei getrennte Poren, wobei jede Pore durch ein Monomer gebildet wird (Ludewig et al., 1996).
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Fu¨r ClC–1 ist diese Doppelporenstruktur ebenfalls gezeigt worden (Saviane et al., 1999). Die
genaue Lage der Porenregion ist jedoch unbekannt. Sie wird im Bereich der Transmembran-
doma¨nen D2 und D3 vermutet, jedoch vera¨ndern auch Punktmutationen in anderen Bereichen
die Eigenschaften der Pore (Weinreich und Jentsch, 2000a).
Spannungsabha¨ngige Kationenkana¨le besitzen einen intrinsischen Spannungssensor, der
aus geladenen Aminosa¨ureresten der amphiphatischen S4 Helix gebildet wird (Noda et al.,
1984; Papazian et al., 1991). Die Bewegung dieser Helix im elektrischen Feld der Plasmamem-
bran fu¨hrt zum O¨ffnen des Kanals.
Die Spannungsabha¨ngigkeit des schnellen Schaltens von ClC–0 verschiebt sich mit Abnah-
me der extrazellul¨aren Chloridkonzentration zu positiveren Potentialen (Pusch et al., 1995a).
Die Spannungsabha¨ngigkeit wird auch beeinflußt, wenn man Chlorid gegen andere Anionen
wie Bromid oder Nitrat austauscht. Die Anionenselktivita¨t der Pore korreliert mit der Selekti-
vita¨t der Spannungsabha¨ngigkeit. Außerdem fu¨hrt die Mutation von Lysin an Position 519 zu
Glutamat oder Glutamin (L519E, L519Q) zu einer Vera¨nderung der Spannungsabha¨ngigkeit,
der Ionenselektivita¨t und der Rektifiaktion der Pore. Diese Beobachtungen fu¨hrten im Ge-
gensatz zu den Kationenkana¨len zu einem neuen Modell, in dem das permeierende Anion
selbst der Spannungssensor ist. (Pusch et al., 1995a; Chen et al., 1996; Pusch et al., 1999). Das
Anion bindet von außen an eine Bindstelle des Kanals. Das gebundene Anion bewegt sich
im elektrischen Feld und erzeugt so eine Konformationsa¨nderung, die zur O¨ffnung der Pore
fu¨hrt.
2.2.1.4 Ligandengesteuerte Chloridkana¨le: GABAA– und Glyzin–Rezeptoren
Inhibition an zentralen Synapsen wird durch GABA und Glyzin vermittelt. Die inhibitori-
sche Wirkung der Neurotransmitter wird durch O¨ffnung eines Chloridkanals vermittelt, daher
ist die inhibitorische Wirkung an das elektrochemische Chloridpotential gekoppelt (siehe Ab-
schnitt 2.4). Die Regulation der intraneuronalen Chloridkonzentration soll in der Arbeit
na¨her untersucht werden.
GABA–Rezeptoren γ–Aminobuttersa¨ure (GABA) ist einer der wichtigsten inhibitorischen
Neurotransmitter im ZNS von Wirbeltieren. GABA aktiviert drei verschiedene Rezeptorklassen,
GABAA–, GABAB– und GABAC–Rezeptoren. GABAA–Rezeptoren sind ligandengesteuerte
Chloridkana¨le. Sie werden durch GABA, Muscimol, und Isoguvazin aktiviert und durch
Bicucullin und GABAzin inhibiert. GABAB–Rezeptoren sind G–Protein gekoppelte Ca2+–
oder K+–Kana¨le. Sie werden durch GABA und Baclofen aktiviert und durch Phaclofen und
Saclofen inhibiert.
GABAC–Rezeptoren bestehen aus verschiedenen Isoformen der ρ–Untereinheit und sind
wie die GABAA–Rezeptoren selber ein Chloridkanal. Sie werden durch GABA und einige
GABA–Analoge aktiviert und durch Imidazol inhibiert. Sie reagieren nicht auf Bicucullin,
Barbiturate, Benzodiazepine und Baclofen. Es wird auch diskutiert, ob GABAC–Rezeptoren
als besondere Klasse der GABAA–Rezeptoren bezeichnet werden sollten (Barnard et al., 1998).
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Abb. 2.4: Topologie einer Untereinheit der ligangdengesteuerten Chloirdkana¨le. Amion– und
Karboxytermini der Rezeptoruntereinheiten liegen extrazellul¨ar. Der lange intrazellul¨are Abschnitt
zwischen TM3 und TM4 ist fu¨r die Bindung an Gephyrin wichtig und spielt damit fu¨r die
Lokalisation eine wichtige Rolle.
GABAA–Rezeptoren sind Anionenkana¨le mit einer Permeabilita¨tssequenz von SCN− >
I−> Br−> Cl− F−. Das Leitfa¨higkeitsverha¨ltnis zwischen von Cl− zu HCO−3 betra¨gt 1:5
(Bormann et al., 1987). GABAA–Rezeptoren sind impermeabel fu¨r Kationen. Man beobachtet
bei ihnen mehrere Leitfa¨higkeitsstufen, diese liegen im Bereich von 10 bis 45 pS.
Abha¨ngig vom elektrochemischen Chloridpotential, fu¨hrt das O¨ffnen von GABAA–Rezep-
tor–Chloridkana¨len zu eine Hyperpolarisation oder Depolarisation der Zelle. Dies ist in
Abschnitt 2.4 genauer beschrieben.
GABAA–Rezeptor–Untereinheiten Der GABAA–Rezeptor ist ein Transmembranprotein,
das eine heterooligomere Struktur aufweist. Er wird im peripheren und zentralen Nerven-
system exprimiert. Die Amionsa¨uresequenzen der Untereinheiten weist eine Homologie von
20 bis 30 % zu anderen ligandengesteuerten Ionenkana¨len auf, wie zum Beispiel dem niko-
tinischen Azetycholin–Rezeptor, dem Glyzin–Rezeptor und dem 5–HT3–Rezeptor. Es sind
einige verschiedene Klassen von Untereinheiten mit jeweils eigenen Subtypen aus dem Ge-
hirn von Sa¨ugern kloniert worden. Die Homologie zwischen den Untereinheiten betra¨gt etwa
30% und ungefa¨hr 70% innerhalb der Subtypen. Man unterscheidet folgende Untereinheiten
und Subtypen: : α1— α6, β1 — β3, γ1 — γ3, δ, ε, pi und ρ1 — ρ3. Rezeptoren, die sich
aus den verschiedenen Subtypen der ρ–Untereinheiten zusammensetzen, bezeichnet man als
GABAC–Rezeptoren. Sie sind zwar strukturell ein Teil der GABAA–Rezeptorfamilie, ihre Phar-
makologie unterscheidet sie jedoch stark von den GABAA–Rezeptoren. Sie werden nur in der
Retina exprimiert.
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Topologie der GABAA–Rezeptoren Jede Untereinheit besteht aus vier Transmembrando-
ma¨nen, einer langen aminoterminalen Doma¨ne von etwa 200 Aminosa¨uren und einem kurzen
Karboxyterminus. Die GABAA–Rezeptor β3–Untereinheit besitzt wie auch die β–Untereinheit
des Glyzin–Rezeptors in der Schleife zwischen TM3 und TM4 ein Gephyrin–Binde Motiv.
Durch Gephyrin wird die subzellul¨are Lokalisation der GABAA–Rezeptoren, die eine β3–
Untereinheit enthalten, moduliert (Prior et al., 1992; Kirsch et al., 1995). Dies legt die Ver-
mutung nahe, daß das Zusammenlagern von GABAA–Rezeptoren an der postsynaptischen
Membran durch Gephyrin reguliert wird. Es bindet den Rezeptor an das subsynaptische Zy-
toskelett. Das Wort Gephyrin stammt von dem griechischen Wort fu¨r Bru¨cke ab.
Der GABAA–Rezeptor ist ein Multimer mit einer Moleku¨lmasse von 230 — 270 kDa. Ob-
wohl es bisher dafu¨r keine direkten Beweise gibt, geht man davon aus, daß er in Analogie zu
den Glyzin– und Acetylcholin–Rezeptoren aus fu¨nf Untereinheiten besteht. Aus den vielen
verschiedenen Untereinheiten mit ihren zahlreichen Subtypen ergibt sich eine große Zahl von
mo¨glichen Kombinationen, wobei man bisher nur eine begrenzte Zahl in vivo gefunden hat.
Die meisten GABAA–Rezeptoren bestehen aus einem einzelnen Typ von α–Untereinheit, ei-
nem Typ von β–Untereinheit und einer γ2–Untereinheit (McKernan et al., 1991; Benke et al.,
1991). Dabei bestimmt die α–Untereinheit die unterschiedliche Affinita¨t fu¨r allosterische Li-
ganden der GABAA–Rezeptoren. Die β–Untereinheit versta¨rkt die Expression funktioneller
Kana¨le und stellt eine wesentliche Komponente der Struktur dar. Die γ–Untereinheit wird
fu¨r die Empfindlichkeit gegenu¨ber Benzodiazepinen beno¨tigt und vergro¨ßert die Einzelkanal-
leitfa¨higkeit und Offenwahrscheinlichkeit.
Die u¨brigen Untereinheiten bilden keine Homomere, sondern ko¨nnen mit αβ–Unterein-
heiten einen Rezeptor bilden. Die Rolle der δ–Untereinheit ist unklar, die ε–Untereinheit
macht den Rezeptor unempfindlich gegenu¨ber dem versta¨rkenden Effekt bestimmter Anaes-
thetika. Sie wird im Herz und in der Plazenta stark exprimiert (Davies et al., 1997).
Gewebeverteilung der GABAA–Rezeptoren Die Gene, die fu¨r die GABAA–Rezeptorun-
tereinheiten kodieren, werden unterschiedlich exprimiert, das ha¨ngt sowohl von der Entwick-
lung, als auch von dem Gewebe ab (Lu¨ddens et al., 1995). Einige Zelltypen exprimieren fast
alle Typen von GABAA–Rezeptoren, wa¨hrend andere nur eine beschra¨nkte Anzahl besitzen.
Jedes der sechs Gene fu¨r die verschiedenen α–Untereinheiten hat ein eigenes Expressionsmu-
ster im Gehirn, daher muß es auch sechs verschiedene GABAA–Rezeptoren geben. Die α1–
Untereinheit kommt am ha¨ufigsten vor und ist in fast allen Zellen zu finden. Sie tritt meist
in Kombination mit der β2 und der γ2–Untereinheit auf. Man nimmt an, daß der α1β2γ2
Komplex der ha¨ufigste Typ der GABAA–Rezeptoren im Gehirn ist. In Motoneuronen des
Ru¨ckenmarks findet man meist die Kombination α2β3γ2. Die anderen Untereinheiten findet
man in eingeschra¨nkteren Bereichen. Beispielsweise kommt die α6 Untereinheit nur in den
Ko¨rnerzellen des Kleinhirns vor. In einigen Bereichen des Gehirns vera¨ndert sich die Zusam-
mensetzung der GABAA–Rezeptoren wa¨hrend der Entwicklung von embryonalen Typen zu
adulten Typen der GABAA–Rezeptoren. Teilweise werden GABAA–Rezeptoren auch außerhalb
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des ZNS gefunden. Man findet sie in den α–Zellen des Pankreas, wo sie eine wichtige Rolle in
der Glukagon Ausschu¨ttung spielen.
Glyzin–Rezeptoren Der prima¨re physiologische Agonist des Glyzin–Rezeptors ist Glyzin.
Aber auch Taurin und β–Alanin haben eine agonistische Wirkung auf den Glyzin–Rezeptor.
Alle drei Aminosa¨uren o¨ffnen eine Anionenkanal, der eine Permeabilita¨tssequnz von I−>
Br−> Cl−hat. Der Kanal hat mehrere verschiedene Leitfa¨higkeitszusta¨nde im Bereich von
10 bis 90 pS. Strychnin ist ein kompetitiver Antagonist des Glyzin–Rezeptors. Durch sei-
ne Bindung reduziert er die Aktivita¨t der inhibitorischen Neuronen und erzeugt damit eine
U¨bererregbarkeit, Muskelkra¨mpfe und Anfa¨lle. Strychnin wurde jahrhundertelang als Ratten-
gift verwendet.
Struktur der Glyzin–Rezeptoren Der Glyzin–Rezeptor im adulten Gehirn ist ein pentame-
rer Komplex von drei α– und zwei β–Untereinheiten, die ein Molekulargewicht von 48 (α) und
58 kD (β) haben. Wie die Untereinheiten des GABAA–Rezeptors bestehen die Untereinheiten
des Glyzin–Rezeprors aus vier Transmembrandoma¨nen, einem langen Aminoterminus und ei-
nem kurzen Karboxyterminus. An die Schleife zwischen TM3 und TM4 der β–Untereinheit
bindet wie beim GABAA–Rezeptor Gepyhrin.
Die α– und β–Untereinheiten des Glyzin–Rezeptors sind etwa zu 35% homolog zu den
Untereinheiten des nikotinischen Azetylchonlin–Rezeptors und des GABAA–Rezeptors. Bei
Menschen sind bisher drei verschiedene Subtypen der α–Untereinheit bekannt (Maus vier).
Bei der heterologe Expression in Xenopus Oozyten bildet die α–Untereinheit einen funk-
tionellen Kanal, der durch Glyzin, Taurin und β–Alanin geo¨ffnet werden kann. Durch Strych-
nin und Picrotoxin wird er blockiert. Das zeigt, daß die α–Untereinheit sowohl die Agonisten–,
als auch die Antagonisten–Bindestelle entha¨lt. Die β–Untereinheit ist alleine nicht in der Lage
funktionelle Kana¨le zu bilden. Sie bindet weder Agonisten noch Antagonisten. Die Koex-
pression der α und β–Untereinheiten versta¨rkt die Ganzzellstro¨me erheblich. Mo¨glicherweise
dient die β–Untereinheit dazu, daß der Rezeptor besser in die Membran eingebaut wird. Dabei
spielt die Interaktion mit Gephyrin eine wichtige Rolle.
Expression der Glyzin–Rezeptoren Die Expression der α1– und α2–Untereinheiten wird
wa¨hrend der Entwicklung reguliert. Die Expression der α1–Untereinheiten nimmt nach der
Geburt zu und die der α2–Untereinheiten ab. Die Expression der α3–Untereinheiten nimmt
ebenfalls nach der Geburt zu. Die neonatale Form des Glyzin–Rezeptors ist wahrscheinlich
ein homopentameres Moleku¨l aus α2–Untereinheiten, wa¨hrend die adulte Form hauptsa¨chlich
aus α1β–Untereinheiten besteht.
Durch in situ Hybridisierungen hat man gezeigt, daß die α1–Untereinheit im Ru¨ckenmark,
im Hirnstamm und im Kollikuls exprimiert wird, die α2–Untereinheit kommt im Hippokam-
pus, der Kleinhirnrinde und dem Thalamus vor. Die β–Untereinheit kommt im gesamten
Ru¨ckenmark und Gehirn vor.
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Krankheiten durch Mutationen in den Rezeptoren Glyzin ist der hautptsa¨chliche inhi-
bitorische Neurotransmitter im Ru¨ckenmark. Daher fu¨hrt ein Funktionsverlust zu einer
U¨bererregbarkeit der Motoneurone und im folgenden zu Muskelkra¨mpfen und unkontrol-
lierten Bewegungen. Bei Menschen fu¨hren Mutationen im Glyzin–Rezeptor zu Hyperekplexie.
Dies ist eine autosomal dominant vererbte neurologische Krankheit, die durch Muskelkra¨mpfe
aufgrund unerwarteter Reize charakterisiert wird. Daher wird sie im englischen auch start-
le disease genannt. Die Krankheit wird dominant vererbt, da mutierte Untereinheiten mit
nicht mutierten Untereinheiten heteromere Glyzin–Rezeptoren bilden ko¨nnen. In betroffenen
Patienten beobachtet man eine Zunahme der GABAergen Inhibition.
In Ma¨usen sind verschiedene Mutationen den Untereinheiten der Glyzin–Rezeptoren ge-
funden worden. Diese zeigen einen rezessiven Erbgang, sind aber mit der menschliche Form
der Hyperekplexie vergleichbar. Die spasmodic Maus hat eine Punktmutationen in der α1–
Untereinheit des Glyzin–Rezeptors (Saul et al., 1994). Dies erho¨ht die Konzentration von
Glyzin, die zur halbmaximalen Aktivierung fu¨hrt; dadurch leiden die Tiere an einem motori-
schen Tremor und Muskelkra¨mpfen. Der Pha¨notyp entwickelt sich zwei bis drei Wochen nach
der Geburt. Zu diesem Zeitpunkt erreicht die Expression der α–Untereinheit auch ihr norma-
les Niveau. Die oscillator Maus hat eine Mikrodeletion am Ende der dritten Transmembran-
doma¨ne der α1–Untereinheit des Glyzin–Rezeptors, die zu einer Verschiebung des Leserahmens
fu¨hrt und damit zu einem verku¨rzten Protein (Buckwalter et al., 1994). Der Pha¨notyp ist der
spasmodic Maus sehr a¨hnlich. Die dritte Mausmutante ist die spastic Maus. Bei ihr ist die
β1–Untereinheit des Glyzin–Rezeptors durch eine Transposoninsertion mutiert. Zur Geburt
zeigt sie keinen Pha¨notyp. Dieser entwickelt sich etwa zwei Wochen nach der Geburt und zeigt
sich in vera¨nderten Bewegungsreflexen, Muskelkra¨mpfen und Tremor. Durch die Mutation
in der β1–Untereinheit des Glyzin–Rezeptors kommt es zu einer stark verringerten Dichte der
Glyzin–Rezeptoren im adulten Gehirn und Ru¨ckenmark. Die Transposoninsertion fu¨hrt zum
falschen Spleißen der mRNA, so daß in der spastic Maus weniger (> 10%) vollsta¨ndige Tran-
skripte nachgewiesen werden ko¨nnen. Der Beginn des spastic Pha¨notyps fa¨llt wiederum mit
der Expression der adulten α–Untereinheit des Glyzin–Rezeptors zusammen.
2.2.1.5 CFTR
Strukturell geho¨rt der Zystische–Fibrose–Transmembran–Leitfa¨higkeits Regulator (CFTR) zur
Familie der ABC–Transporter. Diese weisen ATP–Binde–Stellen auf, daher auch der Name
ABC–Transporter (ATP–Binding–Cassette). CFTR ist jedoch ein spannungsunabha¨ngiger Chlo-
ridkanal. Er wird in vorallem in epithelialen Organen wie dem Darm, der Lunge, dem Pan-
kreas, den Reproduktionsorganen und den Schweißdru¨sen gefunden. Das CFTR Protein hat
insgesamt zwo¨lf Transmembrandoma¨nen, nach jeweils sechs Transmembrandoma¨nen folgt eine
ATP–Bindungsstelle. Nach den ersten sechs Transmembrandoma¨nen folgt eine regulatorische
Doma¨ne, die sogenannte R–Doma¨ne (Riordan et al., 1989). CFTR wird durch die Phosphory-
lierung der R–Doma¨ne durch Protein Kinase A und die Bindung von ATP moduliert (Riordan
et al., 1989; Cheng et al., 1991; Quinton und Reddy, 1992).
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Abb. 2.5: Topologie von CFTR, CFTR hat zwo¨lf Transmembrandoma¨nen. In der Mitte befindet
sich die Regulatorische Doma¨ne. Nach je sechs Transmembrandoma¨nen folgt eine Nukleotid–
Binde–Doma¨ne (NBD).
Mutatonen im CFTR–Gen verursachen die Zystische Fibrose (CF), auch Mukoviszidose
genannt. CF ist eine der ha¨ufigsten monogenen Erbkrankheiten unter Kaukasiern (Mitteleu-
ropa¨ern). Der Funktionsverlust von CFTR fu¨hrt zu einer gesto¨rten epithelialen Chloridsekre-
tion, wobei hauptsa¨chlich die Lunge, Pankreas und der Darm Vera¨nderungen in CF–Patienten
vera¨ndert sind. Die ha¨ufigste Mutation ist die Deletion des Phenylalanins an Position 508.
In diesem Fall wird das Protein im endoplasmatischen Retikulum zuru¨ckgehalten und gelangt
adurch in geringeren Mengen an die Plasmamembran (Lukacs et al., 1993; Welsh et al., 1993).
Einige Mutationen fu¨hren zur Unfruchtbarkeit, dabei fehlt der Samenleiter oder ist stark ein-
geengt.
Die Funktion von CFTR als Chloridkanal war lange umstritten. Durch die Homologie zu
anderen ABC–Transportern wurde vermutet, daß CFTR als Transporter arbeitet und dadurch
die Chloridpermabilita¨t der Membran reguliert. Durch Mutationen, die die Ionenselektivi¨at
und die Leitfa¨higkeit a¨ndern, konnte gezeigte werden, daß es sich um einen Chloridkanal
handelt (Anderson et al., 1991).
2.3 Transporter
Na+, K+, Ca2+, H+ sind die einzigen Ionen, die direkt gegen einen Konzentrationsgradienten
in eine oder aus einer Zelle transportiert werden. Dies geschieht unter Energieverbrauch, diese
Energie wird durch die Hydrolyse von ATP zur Verfu¨gung gestellt. Ha¨ufig mu¨ssen aber auch
andere Ionen gegen einen Konzentrationsgradienten transportiert werden. Dazu benutzen
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Transporter die Energie, die in den Konzentrationsgradienten anderer Ionen gespeichert ist. Sie
koppeln den Transport einer Substanz beispielsweise an den energetisch bevorzugten Transport
von Na+. Der Transport der Substanzen kann in die gleiche (Symport) oder entgegengesetzte
Richtung (Antiport) laufen. Da Symporter und Antiporter ha¨ufig eine Substanz gegen einen
Gradienten transportieren, bezeichnet man sie auch als sekunda¨r aktive Transporter.
In den folgenden Abschnitten wird auf die Familie der Kationen–Chlorid–Kotransporter
na¨her eingegangen, da sie fu¨r diese Arbeit eine wichtige Rolle spielen; die u¨brigen Transporter
werden nicht na¨her betrachtet.
2.3.1 Kationen–Chlorid–Kotransporter
Der elektroneutrale Kotransport von Na+ K+ und Cl−wurde zuerst von Geck und Mitar-
beitern in Ehrlich–Zellen beschrieben (Geck et al., 1980). Charakteristisch fu¨r diesen Trans-
port ist die Empfindlichkeit gegenu¨ber Schleifendiuretika (meist Bumetanid und Furosemid),
eine Sto¨chiometrie von 1Na+ : 1K+ : 2Cl− und die Abha¨ngigkeit von allen drei trans-
portierten Ionen. Diese Kriterien waren bei der Identifizierung des Bumetanid sensitiven
Transporters in verschiedenen Zellen und Geweben sehr hilfreich (Kaplan et al., 1996). Der
einwa¨rtsgerichtete Na+–K+–2Cl−Transport wird durch Zellschrumpfung aktiviert, was eine
Funktion in der regulatorischen Volumenzunahme nahelegt (Hoffmann und Dunham, 1995).
Im Gegensatz dazu aktiviert eine regulatorische Volumenabnahme einen auswa¨rtsgerichteten
Na+–unabha¨ngigen K+–Cl−–Kotransport, der nur schwach durch Bumetanid und Furosemid
inhibiert wird (Lauf et al., 1992; Hoffmann und Dunham, 1995). Eine weitere Klasse der
Kation–Chloridkotransporter stellt der Thiazid–sensitive Na+–Cl−Transporter dar. Er wird
besonders im distalen Nierentubulus exprimiert (Costanzo, 1985). In den letzten Jahren ist
die Klonierung dieser Kotransporter gelungen. In Abbildung 2.6 sind alle bisher klonierten
Kationen–Chlorid–Transporter entsprechend ihrer Homologie in einem Dendrogramm darge-
stellt. Die Familie der Kationen–Chlorid–Kotransporter kann in zwei Hauptzweige unterteilt
werden. Der eine entha¨lt die nierenspezifischen Na+–gekoppelten Kotransporter und der ande-
re die Kalium–Chlorid–Kontransporter. Alle Transporter besitzen in der Prima¨rstruktur zwo¨lf
Transmembrandoma¨nen sowie lange zytoplasmatische Amino– und Karboxytermini. Bisher
ist wenig u¨ber die Struktur–Funktionsbeziehung der Kation–Chloridtransporter bekannt.
2.3.1.1 Kalium–Chlorid–Kotransporter KCC
Der elektroneutrale Transport von K+ und Cl− wurde in vielen Zellen, die an der Volumenre-
gulation, dem transepithelialen Salztransport und in der Aufrechterhaltung von Cl− Gradien-
ten beteiligt sind, beobachtet. Er wurde zuerst als ein schwellungsaktivierter K+ Ausstrom in
Erythrozyten beschrieben (Lauf et al., 1992). Der Kotransport von K+ und Cl− ist von beiden
transportierten Ionen abha¨ngig; dabei ist der Transport unabha¨ngig vom Membranpotential
und bewirkt in der Regel einen Ausstrom von K+ und Cl−. KCCs sind durch Bumetanid und
Furosemid blockierbar, wobei ihre Empfindlichkeit deutlich geringer ist als die der NKCCs
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Abb. 2.6: Die elektroneutrale Kation–Chloridtransporter Familie. Sie besteht aus zwei Hauptzwei-
gen. Die La¨nge der horizontalen Linien gibt ungefa¨hr den Homologieunterschied an. Das Den-
drogramm wurde mit ClustalX (NCBI, USA) erstellt (Thompson et al., 1997).
(Gillen et al., 1996; Payne et al., 1996).
Inzwischen wurden vier verschiedene KCCs kloniert. Sie sind alle homolog zu den ande-
ren elektroneutralen Kation–Chlorid–Kotransportern (Abb. 2.6). Die heterologe Expression
von KCC1 in HEK–293 Zellen fu¨hrt zu einer chloridabha¨ngigen, Furosemid–empfindlichen
Transport von 86Rb+, der durch Zellschwellung aktiviert wird (Gillen et al., 1996; Holtzman
et al., 1998). KCC1 Transkripte konnten in Erythrozyten Zellinien nachgewiesen werden, daher
wird vermutet, daß KCC1 der Erythrozyten K+–Cl−Kotransporter ist (Pellegrino et al., 1998).
Daru¨berhinaus wird KCC1 aber auch in vielen anderen Geweben exprimiert. Im Gegensatz
dazu ist die Expression von KCC2 auf Neuronen beschra¨nkt (Payne et al., 1996; Clayton et al.,
1998a). Fu¨r KCC2 wird daher eine wichtige Rolle fu¨r die Regulation der intrazellul¨aren Chlo-
ridkonzentration in Neuronen angenommen, die die Antwort auf inhibitorische Neurotrans-
mitter beeinflußt (Clayton et al., 1998a; Rivera et al., 1999) (siehe Abschnitt 2.4). Rivera und
Mitarbeiter konnten an kultivierten hippokampalen Neuronen zeigen, daß sich durch Inkuba-
tion mit KCC2–Antisense–RNA, die intraneuronale Chloridkonzentration erho¨ht. KCC3 hat
ein etwas eingeschra¨nkteres Expressionsmuster als KCC1 und KCC4, das auf Muskel, Gehirn,
Herz und Niere beschra¨nkt ist. KCC4 ist hauptsa¨chlich auf Herz und Niere beschra¨nkt.
Die physiologische Rolle von KCC3 und KCC4 ist bisher nicht weiter untersucht worden.
KCC3 ko¨nnte wie KCC2 an der neuronalen Cl− Homo¨ostase beteiligt sein (Misgeld et al.,
1986; Rivera et al., 1999; Clayton et al., 1998a). KCC1, KCC3 und KCC4 werden in der
Niere exprimiert. Es gibt auch gute physiologische Hinweise, daß der K+–Cl−Kotransport in
einigen Abschnitten des Nephrons, wie dem proximalen Tubulus (Avison et al., 1988; Sasaki
et al., 1988), dem dicken aufsteigenden Teil der Henle–Schleife (Amlal et al., 1994; Greger, 1985),
dem distalen Tubulus (Ellison et al., 1985) und dem kortikalen Sammelrohr von Bedeutung
ist (Wingo, 1989).
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2.3.1.2 NKCC
Die beiden Na+–K+–Cl− Kotransporter NKCC1 und NKCC2 werden wegen ihrer Phar-
makologie auch als BSC2 (NKCC1) und BSC1 (NKCC2) bezeichnet, dabei steht BSC fu¨r
Bumetanide Sensitive Cotransporter. Im Gegensatz zu sekretorischen Epithelien, die generell
einen basolateralen Bumetanid–sensitiven Na+–K+–2Cl−Transport besitzen, ist NKCC2 apikal
lokalisiert und auf den dicken aufsteigenden Teil der Henle–Schleife beschra¨nkt (Mount et al.,
1998). Dort spielt NKCC2 eine wichtige Rolle in der transzellul¨aren Absorption von Na+
und Cl−. NKCC2 Mutationen sind fu¨r eine spezielle Form des Bartter Syndroms verantwort-
lich (Simon et al., 1996a), eine Nierenerkrankung, die durch Hyperkaliurie gekennzeichnet ist.
Die Expression von NKCC1 konnte im Neuronen des ZNS nachgewiesen werden. Er kommt
besonders ha¨ufig im Kleinhirn und im Stammhirn vor und wird auch im Plexus choroideus
gefunden (Plotkin et al., 1997b). Außerdem wurde er in einigen Neuronen des Gehirns, in
den Ganglien der dorsalen Wurzeln des Ru¨ckenmarks und in Neuronen des peripheren Ner-
vensystems nachgewiesen (Plotkin et al., 1997b). Dort ko¨nnte er fu¨r den elektrochemischen
Cl−–Gradienten wichtig sein (Misgeld et al., 1986; Staley et al., 1996). Die Expression von
NKCC1 im Gehirn ist zur Geburt hoch und verringert sich dann im weiteren Verlauf der
Entwicklung (Plotkin et al., 1997a). Mo¨glicherweise wird dadurch die intrazellul¨are Chlorid-
konzentration beeinflußt. Da NKCC1 Chlorid in die Zelle transportiert, ko¨nnte durch eine
geringere Expression ein Absinken der intrazellul¨aren Chloridkonzentraion indirekt erkl¨art
werden (Mount et al., 1998). Siehe dazu auch Abschnitt 2.4.
2.3.1.3 NCC
Im distalen Tubulus der Niere wird die apikale Na+ Aufnahme durch den Thiazid–sensitiven
NCC (auch TSC) gewa¨hrleistet (Mount et al., 1997). Eine Mutation in dem Gen fu¨r NCC ist
Ursache fu¨r das Gitelmann Syndrom (Simon et al., 1996b). Diese autosomal rezessiv vererbte
Nierenerkrankung fu¨hrt zu einem Transportdefekt im distalen Tubulus der Niere und zu einem
Verlust von Magnesium und Kalium u¨ber den Urin.
2.4 Vera¨nderung der intrazellula¨ren Chloridkonzentration
In fru¨hen Entwicklungsstadien ist das elektrochemische Chloridpotential positiver als das Ru-
hemembranpotential, so daß es zu einem Efflux von Chlorid durch GABAA– und Glyzin Re-
zeptoren kommt. Dadurch depolarisiert die Zelle und wird leichter erregbar. Spa¨ter vera¨ndert
sich die Chloridkonzentration, so daß es zu einem Infulx von Chlorid kommt. Dies hat
den gegenteiligen Effekt. Die Zelle hyperpolarisiert und die Erregbarkeit wird reduziert. Da-
durch werden GABA und Glyzin zu inhibitorischen Neurotransmittern. In Abb. 2.7 ist dies
schematisch dargestellt.
Warum sich das elektrochemische Potential von Chlorid wa¨hrend der Entwicklung a¨ndert,
ist nicht gekl¨art. In sich entwickelnden Neuronen des Kortex depolarisiert GABA soweit, daß
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Abb. 2.7: Zu Beginn der Entwicklung ist das elektrochemische Potential von Chlorid (ECl) positiv
relativ zum Ruhemembranpotential (Vm). Das O¨ffnen von Chloridkana¨len durch GABA oder
Glyzin depolarisiert die Zelle (A). Durch einen K+–Cl−–Kotransporter wird verschiebt sich das
(ECl) so, daß es negativ relativ zum (Vm) ist. Jetzt hyperpolarisieren GABA und Glyzin die Zelle
(A). (Nach Miles, 1999).
Kalzium in die Zelle gelangt. Die erho¨hte Kalziumkonzentration kontrolliert die Genexpressi-
on und man vermutet, daß GABA so eine neurotrophe Wirkung haben ko¨nnte (Ben-Ari et al.,
1989).
Zusa¨tzlich zu der inhibitorischen Wirkung hat GABA manchmal eine exzitatorische Wir-
kung in adulten Tieren (Andersen et al., 1980; Staley et al., 1995). Die durch GABA ausgelo¨ste
Depolarisation wurde zuerst als Teil einer biphasischen hyperpolarisierenden–depolarisieren-
den Antwort in CA1 Pyramiden–Zellen beschrieben (Alger und Nicoll, 1979). Es wird vermu-
tet, daß der depolarisierende Teil der GABA Antwort durch HCO−3 getragen wird (Staley et al.,
1995). Da GABA–Rezeptoren sowohl fu¨r Cl− als auch fu¨r HCO−3 permeabel sind (Kaila et al.,
1993; Perkins und Wong, 1997), fu¨hrt der Influx von Chlorid zu einer Hyperpolarisation, der
Efflux von HCO−3 zu einer Depolarisation. Das Permeabilita¨tsverha¨ltnis von Cl
− zu HCO−3
betra¨gt 5:1 (Bormann et al., 1987). Mit anhaltender Aktivierung nimmt der Cl−–Influx ab
(Thompson und Ga¨hwiler, 1989). HCO−3 steht in einem dynamischen Gleichgewicht mit
CO2. Da die Zellmembran fu¨r CO2 permeabel ist, wird die depolarisierende Wirkung von
HCO−3 aufrecht erhalten (Staley et al., 1995). Eine andere Mo¨glichkeit ist, daß die Depolari-
sation durch einen anderen Kanal mit ho¨herer Permeabilita¨t fu¨r HCO−3 ausgelo¨st wird und
nicht auf eine Akkumulation von Cl− zuru¨ckzufu¨hren ist. (Perkins und Wong, 1996; Perkins,
1999).
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Abb. 2.8: A, Erzeugung des sogenannten Target–Vektors. Das Gen X wird durch Einfu¨gen einer
Neomyzin Resistenz zersto¨rt. Neomyzin dient dabei als positiver Selektionsmarker. Zusa¨tzlich
entha¨lt der Vektor einen negativen Selektionsmarker außerhalb des Gen. Bei homologer Re-
kombination wird das Gen in der ES–Zelle durch den Vektor ersetzt, dabei wird der negative
Selektionsmarker entfernt. Inseriert der Vektor zufa¨llig, exprimiert die Zellen beide Selektions-
marker, wobei der negative (hier Diphterintoxin A) die Zelle absterben l¨aßt. B, Die ES–Zellen in
denen das Gen homolog ersetzt wurde, werden in Blastozysten injiziert. Die Blastozysten werden
einer scheinschwangeren Maus implantiert und man erha¨lt chima¨re Nachkommen, die aus den
Zellen der Blastozyste und den Zellen, die sich von den ES–Zellen ableiten, abstammen. Wenn
die Keimzellen der Chima¨ren sich aus den ES–Zellen entwickelt haben, sind ihre Nachkommen
heterozygot in dem deletierten Gen (nach Lodish et al., 1995).
2.5 Knockout Mausmodelle
Die funktionelle Untersuchung von bekannten Proteinen ist ha¨ufig nur im Zusammenhang
eines Organismus mo¨glich. Erst hier kommen alle Faktoren, die die Funktion des Proteins be-
stimmen, zusammen. In einigen Fa¨llen konnte man die Funktion eines Proteins in Mutanten
untersuchen. Durch die Knockout–Technologie ist es mo¨glich, ku¨nstliche Mutanten herzu-
stellen und damit gezielt bekannte Proteine zu untersuchen. Fu¨r die Untersuchungen dieser
Arbeit standen zwei neu generierte Knockout Mausmodelle zu Verfu¨gung, daher soll hier kurz
erkl¨art werden wie Knockout Ma¨use hergestellt werden.
Dazu wird zuna¨chst ein Vektor erzeugt, der die genomische Sequenz des zu deletierenden
Gens entha¨lt. In diesen Vektor werden zwei verschiedene Selektionsmarker eingefu¨gt. Einer
ersetzt das Gen zum Teil und macht es damit funktionsunfa¨hig. Er dient als positiver Se-
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lektionsmarker, der zweite dient als negativer Selektionsmarker. Mit diesem Vektor werden
embryonale Stammzellen transfiziert. Durch homologe Rekombination des Vektors mit dem
Genom wird das zu untersuchende Gen ersetzt, diese Zellen ko¨nnen mit dem positiven Se-
lektionsmarker identifiziert werden. In den Fa¨llen, in denen der Vektor sich zufa¨llig in das
Genom eingebaut hat, wird auch der negative Selektionsmarker exprimiert. Dadurch sterben
diese Zellen ab. Dies ist in Abb. 2.8 A dargestellt.
Im na¨chsten Schritt werden die ES–Zellen, in denen der Vektor homolog rekombiniert
hat, in das Blastozoel eines fru¨hen Embryos injiziert. Diese Blastozysten werden dann in den
Uterus einer scheinschwangeren Maus implantiert. Die Nachkommen werden als Chima¨ren
bezeichnet. Ihre Gewebe bestehen zum Teil aus den Zellen der Blastozyste und zum Teil aus
den Zellen, die sich von den ES–Zellen ableiten. Diese Chima¨ren werden nun mit Wildtyp
Tieren verpaart. Wenn die Keimzellen der Chima¨ren von den ES–Zellen abstammen, sind
die Nachkommen dieser Verpaarung heterozygot fu¨r das deletierte Gen. Durch weitere Zucht
ko¨nnen dann homozygote Tiere erzeugt werden. Dieser Teil der Erzeugung eines Knockout
Tieres ist in Abb. 2.8 B dargestellt.
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Ziel dieser Arbeit war es, die physiologische Funktion der beiden Chloridtransportproteine
ClC–2 und KCC2 in Knockout Mausmodellen zu untersuchen. U¨ber die physiologische
Funktion dieser Proteine war vor dieser Arbeit nichts bekannt. Daher wurden in unserer
Arbeitsgruppe Knockout Mausmodelle fu¨r diese Chloridtransporter hergestellt.
Von beiden Chloridtransportproteinen wurde vermutet, daß sie an der Regulation der in-
trazellul¨aren Chloridkonzentration in Neuronen beteiligt sind. Da die synaptische Inhibition
von der intraneuronalen Chloridkonzentration abha¨ngt, erwartete man, daß die Tiere an einer
neuronalen U¨bererregbarkeit leiden, die eventuell zu epileptischen Anfa¨llen fu¨hrt. In einem
ersten Versuch war daher zu kl¨aren, ob die Tiere anders auf krampfauslo¨sende Mittel reagieren
als Kontrolltiere.
Falls die Tiere eine U¨bererregbarkeit zeigen, sollte mit der patch clamp Methode an akuten
Gewebeschnitten die intrazellul¨are Chloridkonzentration von Neuronen bestimmt werden. Mit
dieser Technik ist es mo¨glich an intakten Neuronen elektrophysiologische Untersuchungen
durchzufu¨hren. Da die Zusammensetzung des Zytosols nicht durch die Messung gea¨ndert
werden durfte, wurde die sogenannte perforated patch Methode benutzt.
Bei der Analyse von Knockout Ma¨usen kann man in den wenigsten Fa¨llen vorhersagen, in
welchen Geweben ein Pha¨notyp zu erwarten ist und mit welchen Methoden dieser analysiert
werden kann. In der ersten Analyse dieser Ma¨use sollte deshalb zusa¨tzlich das Organ mit
dem Hauptpha¨notyp untersucht werden. Von diesem Hauptpha¨notyp ausgehend, sollte mit
elektrophysiologischen Methoden die Funktion von ClC–2 und KCC2 analysiert werden und
mo¨glichst der Pha¨notyp erkl¨art werden. Aus den betroffenen Organen sollten Zellen isoliert
werden und mit Hilfe der patch clamp Technik untersucht werden.
Da die Funktion eines Proteins wesentlich von seiner Lokalisation und seiner zeitlichen
Expression abha¨ngt, sollten die funktionellen Analysen durch histologische und molekularbio-
logische Methoden unterstu¨tzt werden.
Daru¨berhinaus war von ClC–2 vermutet worden, daß es in der Lungen– und Nierenent-
wicklung eine Rolle spielt. Es war auch in der Literatur beschrieben worden, daß ClC–2 eine
Chloridleitfa¨higkeit in Magenepithelzellen darstellt. Diese Hypothesen sollten im Mausmodell
u¨berpru¨ft werden.
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4.1 Material
4.1.1 Chemikalien und Enzyme
Falls nicht anders angegeben, wurden sa¨mtliche verwendeten Chemikalien von den Firmen
Fluka, Life Technologies (ehemals Gibco BRL), Merck, Serva und Sigma in p.A. oder in reinst
Qualita¨t bezogen. Enzyme, Nukleinsa¨uren (Plasmide, Gro¨ßenstandards) und Nukleosidtri-
phosphate wurden von den Firmen Boehringer Mannheim GmbH, Life Technologies, Invitro-
gen, New England Biolabs, MBI Fermentas, Pharmacia, Stratagene und Amersham bezogen.
Oligonukleotide wurden bei MWG–Biotech oder Metabion synthetisiert.
Radioaktive Nukleotide wurden wurden von den Firmen Amersham Bucheler oder DuPont
bezogen.
4.1.2 Filmmaterial
Zur Abbildung von Agarosegelen wurden ein Digital-Videosystem der Firma Intas (Go¨ttingen)
verwendet. Zur Autoradiographie wurden Kodak X-OMAT AR-Ro¨ntgenfilme verwendet. Fu¨r
histologische schwarz-weiß Aufnahmen wurden AGFA APX 100 oder Illford PAN-F 50 Filme,
fu¨r Farbaufnahmen wurden Kodak Elite 100 Filme verwendet.
Die schwarz-weiß Bilder wurden auf Ilford Fotopapier mit AGFA Entwickler entwickelt
und zur spa¨teren Verarbeitung mit einem UMAX 2000 Scanner digitalisiert. Farbdias wurden
mit einem Nikon Scanner digitalisiert. Die Nachbearbeitung der digitalisierten Bilder geschah
mit Photoshop 5.0 (Adobe) und Freehand 8.0 (Macromedia) oder Illustrator 8.0 (Adobe).
4.1.3 Puffer, Lo¨sungen und Medien
ACSF 118mM NaCl, 1mM NaH2PO4, 25mM NaHCO3, 3mM KCl, 1 mM
MgCl2, 1,5 mM CaCl2, pH 7,4 bei Begasung mit 95% CO2und 5% O2
Bouin 150ml gesa¨ttigte Picrinsa¨ure, 50ml 37% Formaldhyd, 10ml Eisessig
DNA–Ladepuffer 50% (v/v) Glycerol, 1mM EDTA, 0,1% (w/v) Xylencyanol in H2O/DEPC
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Hanks Solution 5,4 mM KCl, 0,3 mM Na2HPO4, 0,4 mM KH2PO4, 4,2 mM NaHCO3,
1,3 mM CaCl2, 0,5 mM MgCl2, 0,6 mM MgSO4, 137 mM NaCl, 5,6 mM
Glukose, pH 7,4
PBS 137 mM NaCl, 2,7mM KCl, 7,4mM Na2HPO4, 1,5mM KH2PO4
TAE 10mM Natriumazetat, 1mM Na2EDTA, 40mM Tris/HCl, pH 8.0
LB–Medium 10g/l Bacto–Trypton, 5g/l Hefeextrakt, 10g/l NaCl, pH 7,2
LB/Amp–Medium LB–Medium mit 150mug/l Ampicillin
LB–Agar LB–Medium mit 15g/l Agar
LB/Amp–Agar LB–Agar mit 150mug/l Ampicillin
H20/DEPC 0,5ml Diethylpyrocarbonat in entionisiertem Wasser u¨ber Nacht bei 37◦C
inkubieren, anschließend autoklavieren
Karbogen 95% O2 / 5% CO2 (Messer Griesheim)
4.1.4 Bakteriensta¨mme
Es wurden folgende Escheria coli K–12 Abko¨mmlinge verwendet:
XL1–Blue supE44, hsdR17, recA1, endA1, gyrA46thi, relA1, lac−
DH5α F−, ϕ80 dlacZ∆M15, ∆(lacZYA-argF) U169, recA1, endA1, hsdR17 rK− ,mK+),
supE44, λ−, thi−1gyrA, relA1
4.1.5 Vektoren
pBlueskript Klonierungsvektor der Firma Stratagene mit Replikationsursprung zu Replika-
tion in E. Coli, Ampicilinresistenz, T7– und T3–Promotoren fu¨r die cRNA–
Synthese, LacZ–Gen zum Druchmustern von Transformanten nach dem Blau /
Weiß–Kriterium
pCI–neo Vektor der Firma Promega zur Expression in Sa¨ugerkulturzellen. Die klonierten
Gene stehen unter Kontrolle eines CMV–Promotors. Ein Intron vor der MCS
soll die Expression steigern. T7– und T3–Promotoren fu¨r die cRNA–Synthese.
Ampicilin– und Neomyconresistenz.
pTLN Abko¨mmling des Vektors pSP64T (Krieg und Melton, 1984), der zur Expressions-
steigerung die 5’– und 3’ UTR des β–Globin–Gens aus Xenopus laevis entha¨lt.
Er wurde in der MCS modifiziert (Lorenz et al., 1996).
TOPO PCR2.1 Vektor der Firma Invitrogen zum direkten klonieren von PCR–Produkten.
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4.2 Molekularbiologie und Biochemie
Pra¨paration von Plasmid–DNA
Minipra¨partionen aus 2ml o/n–Kulturen wurden nach (Holmes und Quigley, 1981) nach
(He et al., 1990) hergestellt. Gro¨ßere Plamidpra¨parationen (100ml, 500ml o/n–Kulturen)
wurden mit Genomed–Sa¨ulen gema¨ß der Anweisung des Herstellers aufgereinigt. Die DNA–
Konzentration wurde photometrisch (Sambrook et al., 1989) bestimmt.
Isolierung von DNA aus Agarosegelen
Zur Elution von DNA–Banden aus Agarosegelen wurde das PCR–Elution Kit der Firma Boeh-
ringer verwendet.
Restriktion von DNA
Die Restriktion von DNA erfolgte nach Standardvorschriften (Sambrook et al., 1989). Enzym-
menge, Puffer und Reaktionsbedingungen wurden entsprechend der Herstellerangaben einge-
stellt.
Um die Selbstligation eines verdauten Vektors nach der Restriktion zu verhindern, erfolg-
te nach dem Restriktionsverdau eine Inkubation mit alkalischer Phosphatase aus Ka¨lberdarm
(CIP) fu¨r 30min bei 37◦C. Die verdaute DNA wurde u¨ber Agarosegelelektrophorese aufge-
trennt, die Banden ausgeschnitten und aufgereinigt.
Ligation der DNA–Fragmente
DNA–Fragmente wurden mit T4–DNA–Ligase gema¨ß Herstellerangaben ligiert. Die Fragmente
wurden in der Regel im molaren Verha¨ltnis von 1:3 (Vektor/Fragment) eingesetzt. Die Reaktion
erfolgte mit einer Inkubationsdauer von einer bis 24 Stunden bei 14◦C bis 25◦C.
Transformation
Die Transformation der Bakterien (XL1–Blue, DH5–α) erfolgte durch die Elektroporationsme-
thode mit dem Genpulser–system (Biorad). Elektrokompetente Zelle wurden nach (Ausubel
et al., 1991) hergestellt und bei -80◦C gelagert. Die Elektroporation erfolgte bei R = 400
Ω, U = 2,5 kV, C = 25 µF und einer Pulsdauer von 7,5 msec. Nach der Elektrioporation
wurden die Zellen in 1ml SOC–Medium aufgenommen, 30 min bei 37◦C inkubiert und auf
LB/Amp–Agarplatten ausgestrichen.
Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierung der DNA erfolgte nach dem Thermozyklusverfahren mit Taq–Polymerase
und mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Primer bzw. Terminatoren (Applied Biosy-
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stems). Die Gelelektrophorese und Detektion wurde mit einem ABI377 Sequenzierer durch-
gefu¨hrt. Die Sequenzen wurden mit DNA–Star (Lasergene) analysiert.
Agarose Gelelektrophorese
Zur Auftrennung von DNA wurde 0,7 — 2,0% (w/v) Agarosegele verwendet. Als Laufpuffer
wurde TAE eingesetzt. Bei der Herstellung der Gele wurde der Farbstoff Ethidiumbromid
zugesetzt. Als Gro¨ßenstandard diente die 1kB–Leiter von LifeTechnologies. Die Elektrophorese
erfolgte in Flachbettkammern. Die Proben wurden mit 1/10 Volume DNA–Auftragspuffer
versetzt und bei 5 bis 15V/cm aufgetrennt. Anschließend wurden die Gele auf einem UV–
Transilluminator bei 312nm mit einem Video-Dokumentationsystem (Intas) photographiert.
Polymerasekettenreaktion
Wenn nicht anders angegeben wurde fu¨r alle PCR–Anwendungen die thermostabile Pfu–
Polymerase (Stratagene) oder die Long–Template Polymerase (Boehringer) verwendet. Beide
zeichnen sich durch eine geringe Fehlerrate dank eine 3’Exonukleaseaktivi¨at und niedriger
Prozessivita¨t aus (Proofreading). Die La¨nge betrug, wenn nicht anders angegeben 18 bis 24
Nukleotide. Alle PCR–Reaktionen wurden in Perkin Elmer oder Trio Therm (Biometra) PCR-
Maschienen durchgefu¨hrt. Wenn nicht anders angegeben wurde dabei folgender Ansatz ver-
wendet:
5µl Puffer
2µl dNTP
2µl Primer 1
2µl Primer 2
100ng cDNA Template
1µl Polymerase
ad 50µl Wasser
Das Temperaturprogramm war standardma¨ßig:
Schritt Temperatur Zeit
1 Denaturierung 94◦C 5min
2 Denaturierung 94◦C 1min
3 Primerbindung 55◦C 30sec } 30 mal
4 Extension 72◦C 60sec/1kB
5 Extension 72◦C 5min
6 Aufbewahrung 4◦C ∞
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RT-PCR
Messenger–RNA wurde in komplementa¨re cDNA umgeschriben, um diese als Matrize fu¨r PCR–
Versuche verwenden zu ko¨nnen. Dazu wurde die Reverse Transkriptase SuperScriptII (Life-
Technologies) verwendet. Diese in E. coli aus dem pol–Gen des Moloney Maus–Leuka¨mievirus
hergestellte Transkriptase ist frei von RNAseH–Altivita¨t. Es wurden die Herstelleranweisungen
befolgt.
Isolierung von Gesamt–RNA
Die gesamt–RNA wurde mit Trizol (LifeTechnologies) nach Herstellerangaben aus Hoden ge-
wonnen.
Northern–Blot
Die Northern–Analysen wurden nach Standardprotokollen durchgefu¨hrt (Sambrook et al.,
1989). Alle verwendeten Lo¨sungen, außer TRIS–Puffer, wurden mit DEPC–Wasser angesetzt,
die Gefa¨ße wurden entweder mit 0,1M NaOH behandelt oder bei 200◦C im Ofen von RNA-
sen befreit. Es wurde 10mg Gesamt–RNA pro Spur aufgetragen und durch Gelelktrophorese
der Gro¨ße nach aufgetrennt. Anschließend wurde die RNA auf eine Nitrozellulose Membran
geblottet.
Die Sonden fu¨r die Northern–Blot Analyse wurden mittels RT–PCR kloniert. Die Sonden
wurden anschließend sequenziert. Fu¨r die Klonierung wurden folgende Primerpaare verwendet:
PRM1 GCC CTC TCT CGT CCA CTG AGT ATG
TCC TGG GCA GAC CCG AAT GAG CTC
Fragmentl¨ange: 285 bp
CCNA1 GTA CAG GAG GAC CTG TGG CCA GGA
CCT GCT GAT GTG GCC AAT GAG CTT
Fragmentl¨ange: 765 bp
PbP1 GTG CTG ACC AAT AGG ACA GGG TCT
GCG ATG GAG AAC GGT AGA GCT TGC
Fragmentl¨ange: 330 bp
4.3 Pra¨paration von Zellen
4.3.1 Pra¨paration von Leydig–Zellen
Fu¨r die elektrophysiologischen Untersuchungen an Leydig–Zellen und die Bestimmung der
stimulierten Testosteronfreisetzung wurden Leydig–Zellen durch Dichtezentrifugation in einem
Percoll–Gradienten isoliert (Schumacher et al., 1978)
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Dazu wurde zuna¨chst ein kontinuierlicher Percoll–Gradient gegossen. Zu Beginn wurde
neuen Teile Percoll mit einem Teil zehnfach konzentrierter Earle’s–Lo¨sung gemischt. Die-
se Mischung wurde nun weiter mit isotoner Earl’s–Lo¨sung verdu¨nnt und die entstehenden
Verdu¨nnungen wurden kontinuierlich vorsichtig in ein Zentrifugenro¨hrchen gepumpt. So
entstand ein linearer Gradient von 0 — 90%.
Die Kapsel der Hoden wurde vorsichtig geo¨ffnet und der Inhalt in Medium aufgenom-
men. Die Gewebefragmente wurden vorsichtig mit Hilfe einer 10ml Glaspipette homogenisiert.
Anschließend wurden die Tubuli mit einem feinen Gewebe (Gardinenstoff) abfiltriert. Die
u¨brigen Zellen wurden fu¨r 15min bei 300g abzentrifugiert. Danach wurde der U¨berstand ver-
worfen und die Zellen in neuem Medium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde vorsichtig
auf einen Gradienten gegeben. Dabei wurden etwa 3ml auf jeden 40ml Gradienten geladen.
Spa¨ter wurden auch 10ml Gradienten verwendet, um die Menge an einzusetzenden Zellen zu
verringern. Die Gradienten wurden fu¨r 20min bei 800g zentrifugiert, um starke Beschleuni-
gungen zu vermeiden war dabei die Bremse abgestellt. Danach waren vier Banden in dem
Gradienten zu erkennen. Die Phase mit Leydig-Zellen war etwa 20mm breit. Sie begann etwas
oberhalb der Erythrozyten–Bande. Die Leydig–Zellen wurden vorsichtig mit Glasro¨hrchen in
abgesaugt, dabei wurde die O¨ffnung des Glasro¨hrchen knapp oberhalb der entstehenden Pha-
sengrenze gefu¨hrt. Anschließend wurde die Leydig–Zellsuspension mit zwei bis drei Volumen
Medium aufgefu¨llt und 15 min bei 300g zentrifugiert. Der U¨berstand enthielt 80 bis 90%
reine Leydig–Zellen. Zusa¨tzlich wurden die Leydig–Zellen nochmals mit Medium gewaschen,
um letzte Reste von Percoll zu entfernen.
Die Leydig–Zellen wurden in folgendem Medium kultiviert: MEM mit 0.05% BSA, 4%
FCS und 100mg/l Penicillin / Streptomyzin Die gesamte Pra¨paration fand bei Raumtemperatur
statt, wa¨hrend des Zentrifugierens wurde nicht geku¨hlt.
4.3.2 Pra¨paration von Sertoli-Zellen
Sertoli–Zellen wurden durch enzymatischen Verdau isoliert (Gorczynska et al., 1994). Wie bei
der Pra¨paration der Leydig–Zellen wurden die Zellen dissoziiert und die Tubuli abfiltiert. Die
Tubuli wurden dann in Medium aufgenommen (DMEM / HAMF12 1:1, 15mM Hepes, 1,2
g/l NaHCO3, 20 mg/l Genatmyzin). Die Tubuli wurden in zwei Schritten verdaut. Im ersten
Schritt enthielt das Medium zusa¨tzlich 0,03% Kollagenase / Dispase und 0,003% Trypsininhi-
bitor. Danach wurden die Tubuli mehrmals in Medium gewaschen und durch Sedimentation
von anderen Zellen getrennt. Fu¨r den zweiten Verdau wurde dem Medium 0,03% Kollagenase
zugegeben. Der Fortschritt des Verdaus wurde zwischendurch kontrolliert; in der Regel lag
die Dauer des ersten Verdaus bei fu¨nf bis zehn Minuten und bei 20 bei 30 Minuten fu¨r den
zweiten.
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4.3.3 Herstellung von akuten Ru¨ckenmarksschnitten
Fu¨r die funktionellen Untersuchungen an Motoneuronen wurden akute transversale Schnitte
des Ru¨ckenmarks hergestellt. Dazu wurde 18,5 Tage alten Embryonen das Ru¨ckenmark durch
eine Laminektomie entnommen. Dazu wurde von der Scha¨delbasis aus der Ru¨ckenmarkskanal
vorsichtig mit feinen Augenscheren (Teufel) seitlich aufgetrennt und das Ru¨ckenmark ent-
nommen (Suzue, 1984; Onimaru und Homma, 1987). Die Pra¨partion fand in mit Karbogen
begaster ACSF statt. Das Ru¨ckenmark wurde in 1% (w/v) Agarose in ACSF, die auf 37◦C
abgeku¨hlt war, eingebettet. Ein etwa 7mm langes Stu¨ck wurde mit Sekundenkleber auf den
Tra¨ger des Vibratoms (VT1000S, Leica) geklebt. Mit dem Vibratom wurden 300 bis 400nm
dicke Schnitte hergestellt. Die Schnitte wurden in einem Becherglas das mit ACSF gefu¨llt war
unter sta¨ndiger Begasung fu¨r mehrere Stunden bei 30◦C aufbewahrt (Edwards et al., 1989).
4.3.4 Histologie der Hoden
Fu¨r immunhistologische wurden die Hoden u¨ber Nacht in Bouin fixiert, fu¨r eine bessere
Fixation wurde die Kapsel des Hodens mit einer feinen Kanu¨le angstochen. Danach wurden
die Hoden in Paraffin eingebettet und geschnitten. Fu¨r Semidu¨nnschnitte wurden die Hoden
mit 3,5% Glutaraldhyd in 0,05M NaPO4–Puffer fixiert, in 1% OsO4 nachfixiert und in Epon
812 eingebettet. Die Semidu¨nnschnitte wurden mit Toluidin–Blau gefa¨rbt.
Antiko¨rper
Fu¨r die Lokalisation von ClC–2 wurde ein Antiko¨rper gegen den extremen Kyrboxyterminus
verwendet. Der Antiko¨rper wurde gegen das ClC–2 Peptid HGLPREFGTPSDSDDKCQ in
Kaninchen erzeugt. Das affinita¨tsgereinigte Serum erkennt eine Bande der erwarteten Gro¨ße
in Western–Blots von transient mit ClC–2 transfizierten COS–7 Zellen; in nicht transfizierten
Zellen erkennt er nur ein sehr schwaches Signal. Der Antiko¨rper wurde in einer Verdu¨nnung
von 1:50 verwendet.
Der GCNA1 Antiko¨rper wurde von G. Enders zu Verfu¨gung gestellt und in einer Verdu¨n-
nung von 1:X eingesetzt (Enders und May, 1994).
Fu¨r die Identifizierung der Leydig–Zellen wurde ein Antiko¨rper gegen das Zytrochrom
P450 (Chemicon, AB #1244), dies wird in Hoden spezifisch von Leydig–Zellen exprimiert.
Fa¨rbung von Antiko¨rpern
Fu¨r die Fa¨rbung der ClC–2 Antiko¨rper wurde das ABC–Kit von Vectastain (Vector Laborato-
ries) verwendet. Es wurde nach Herstellerangaben gearbeitet.
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4.4 Bestimmung der Krampfschwelle
Prichard und Mitarbeiter beschreiben eine Methode, um die Krampfschwelle vieler Tiere mit
relativ geringem Aufwand zu bestimmten (Prichard et al., 1969). Dazu wurden die Tiere in
eine gasdichte Kammer gesetzt und Flurothyl mit einer konstanten Rate auf ein Filterpapier
getropft. Um die Tiere an die neue Umgebung zu gewo¨hnen wurde erst nach fu¨nf Minuten
mit dem eigentlichen Experiment begonnen. Die Zeit von Beginn der Flurothylzugabe bis
zum Auftreten erster epileptiformer Aktivita¨ten wurde als erste Schwelle definiert, die Zeit bis
anhaltende epileptische Anfa¨lle beobachtet wurden als zweite Schwelle. Das Experiment wurde
durch O¨ffnen der Kammer beendet; die Tiere erholten sich nach dem Versuch innerhalb
weniger Minuten, danach verhielten sich die Tiere vo¨llig normal.
Das Flurothyl wurde 1:100 mit reinem Ethanol verdu¨nnt und mit einem Perfusor (Braun,
Melsungen) mit einer Flußrate von 1,5ml / min auf ein Filterpapier getropft. Um eine
gleichma¨ßige Verteilung des Flurothyls in der Kammer zu gewa¨hrleisten wurde die Luft mit
einem kleinen Ventilator umgewa¨lzt.
4.5 Blutabnahme fu¨r Hormonanalysen
Fu¨r die Serumanalysen wurde vier bis sechs Wochen alten Tieren unter Beta¨ubung Blut aus
der Vena cava inferior entnommen. Die Tiere wurden danach geto¨tet. Nachdem das Blut
geronnen ist, wurde es fu¨r 10 Minuten bei XXg zentrifugiert. Der U¨berstand wurde fu¨r die
weiteren Untersuchungen in Aliquots zu 200µl bei -20◦C eingefroren.
4.6 Elektrophysiologie
4.6.1 patch clamp
Fu¨r die patch clamp Versuche wurde ein AxoPatch 200A Versta¨rker (Axon, USA) verwendet.
Die Daten wurden mit einem Analog–Digital Wandler (Digidata 1300, Axon) digitalisiert und
mit pClamp 7.0 verarbeitet. Die analogen Daten wurden vor der Digitalisierung mit der halben
Samplingfrequenz mit einem Tiefpaßfilter (FILTER) gefiltert.
patch Pipetten
Fu¨r die Messungen an Sertoli– und Leydig–Zellen wurde du¨nnwandiges Borsilikatglas (G150T,
Clark Elektromedical) und fu¨r die Messungen an Motoneuronen dickwandiges Borsilikatglas
(G150T, Clark Elektromedical) benutzt. Dazu stand ein vertikaler Puller (LM3A, List) und
spa¨ter ein horizontaler Puller (Seitz) zu Verfu¨gung. Es wurde mit Pipettenwidersta¨nden von 2
— 5 MΩ gearbeitet.
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patch clamp an isolierten Leydig– und Sertoli–Zellen
Die elektrophysiologischen Untersuchungen an Sertoli– und Leydig–Zellen wurden mit der
whole cell Methode durchgefu¨hrt (Hamill et al., 1981). Die stand ein Patchaufbau mit ei-
nem inversen Mikroskop (Nikon) zu Verfu¨gung. Die Zellen konnten mit eine 20–fachen
Vergro¨ßerung gut identifiziert werden. Fu¨r die Manipulation der patch–Pipette wurden elek-
trische Mikromanipulatoren verwendet (Luigs & Neumann). Die Badlo¨sung enthielt: 146mM
CsCl, 2mM CaCl2, 10mM Hepes, pH 7,4. Die Pipettenlo¨sung enthielt 146 mM CsCl, 10mM
Hepes, 5mM EGTA, pH 7,4. Die Messungen fanden bei Raumtemperatur statt.
patchen am akuten Gewebeschnitt
Fu¨r die direkten Messungen an Motoneuronen wurde die sogenannte blow and seal Technik be-
nutzt (Stuart et al., 1993; Sakmann und Neher, 1995). Dabei wird die patch–Pipette mit einem
U¨berdruck (30 — 50 cm H2O) mit Hilfe der IR–DIC–Videomikroskopie (Dodt und Zieglgans-
berger, 1990) unter Sichtkontrolle in den Gewebeschnitt gefu¨hrt. Durch den U¨berdruck wird
die Oberfla¨che der Neuronen, an denen gemessen werden soll, von dem umgebenden Gewebe
befreit. Dann kann die Pipette an die Membran des Neurons bewegt werden; durch Anlegen
eines Unterdruchs (-3 — -10 cm H20) verbindet (sealt ) die Zellmembran sich dicht mit der
O¨ffnung der patch–Pipette.
Es wurde dabei ein aufrechtes Mikroskop (BX50WI, Olympus) mit einer zehnfachen Ver-
gro¨ßerung und einer 40fachen Vergro¨ßerung benutzt. Fu¨r die optischen Kontrolle wurde
eine Infrarot–Videokamera (VX44, PCO) eingesetzt. Fu¨r die Manipulation der patch–Pipette
wurden elektrische Mikromanipulatoren verwendet (Luigs & Neumann).
Die Schnitte wurden sta¨ndig mit carbogen–begaster ACSF gespu¨lt. Die Motoneuronen
wurde anhand ihrer Gro¨ße und ihrer Lage im Vorderhorn des Ru¨ckenmarks identifiziert; ihr
Soma hatte einen Durchmesser von mehr als 20µm (Jonas et al., 1998).
Zur Aktivierung der GABA– und Glyzin–Rezeptoren wurde fu¨r 20 bis 30 Sekunden 1mM
GABA oder Glyzin der Badlo¨sung zugegeben. Der Badaustausch erfolgte innerhalb von zwei
Sekunden. Unter Zugabe von Bicucullin (30mM) oder Strychnin (30mM) konnte keine Reakti-
on auf GABA bzw. Glyzin beobachtet werden. In der Regel wurde die Netzwerkaktivita¨t durch
Zugabe von 500nM TTX in die Badlo¨sung blockiert. Nach etwa fu¨nf Minuten war in diesen
Fa¨llen keine Aktionspotentiale mehr zu beobachten. Das Membranpotential wurde im current
clamp Modus (I = 0A) gemessen. Als Maß fu¨r die intrazellul¨are Chloridkonzentration wurde
der Unterschied (∆V) des Membranpotentials vor und nach Zugabe der Agonisten gebildet.
Die Pipettenlo¨sung enthielt: 140mM KCl, 2mM MgCl2, 10mM Hepes 5mM EGTA, pH 7,4.
Die Messungen fanden bei Raumtemperatur statt.
Gramicidin perforated patch
Um die intrazellul¨are Chloridkonzentration nicht zu beeinflussen, wurde die perforated–patch
Methode eingesetzt. Bei der whole-cell Methode vera¨ndert sich die Zusammensetzung des
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Zytosols durch Austausch mit der Pipettenlo¨sung, die wird bei der perforated–patch Methode
verhindert. Dabei wird ein Ionophor in die Pipettenlo¨sung gegeben. Allerdings bilden die
ha¨ufig gebrauchten Ionophore, wie Amphotericin B und Nysatin, chloridpermeabele Poren
(Marty und Finkelstein, 1975; Horn und Marty, 1988). Im Gegensatz dazu bildet Gramicidin
Poren, die ausschließlich fu¨r monovalte Kationen und kleine ungeladene Moleku¨le permeabel
sind (Hladky und Haydon, 1972; Myers und Haydon, 1972). Damit ist es mo¨glich patch–
clamp Messungen durchzufu¨hren, ohne die intrazellul¨are Chloridkonzentration zu vera¨ndern
(Kyrozis und Reichling, 1995).
Da Gramicidin sich schlecht in Wasser lo¨st, wurde es zuna¨chst in DMSO aufgenommen
(10mg/ml) und dann in Pipettenlo¨sung verdu¨nnt (3 bis 5 µg/ml). Um ein Austreten der
gramicidinhaltigen Lo¨sung in das Bad zu verhindern, wurde die patch–Pipette zuna¨chst von
vorne mit normaler Pipettenlo¨sung vorgefu¨llt und dann von hinten mit gramicidinhaltiger
Lo¨sung von hinten nachgefu¨llt. Nach Ausbildung eines seals sank der Zugangswiderstand
innerhalb von zehn bis 30 Minuten auf etwa 50 bis 100 MΩ ab. Messungen in denen der
Widerstand in dieser Zeit nicht weit genug abgesunken war, wurden verworfen.
4.6.2 Extrazellula¨re Ableitungen an Nerven
Die Signale der extrazellul¨aren Ableitungen wurden mit einem Differenzversta¨rker versta¨rkt
und mit einem Analog–Digital Wandler digitalisiert. Der Differenzverta¨rker basiert auf einem
integrierten Versta¨rker–IC (INA 110, BurrBrown).
Ableitung am Ischiasnerv und Pra¨paration
Fu¨r die Messungen am Ischiasnerv wurden E18,5 Tiere durch Dekapitation geto¨tet und ausge-
nommen. Der Ischiasnerv wurde vorsichtig freipra¨pariert; die Pra¨partion fand in kalter mit
Karbogen begaster ACSF statt. Eine ventrale Laminektomie sorgte dafu¨r, daß das Ru¨ckenmark
gut mit Sauerstoff versorgt wurde. Fu¨r die Messung und die Stimulation wurden mit 3M
KCl gefu¨llte Mikroelektroden verwendet, die vorsichtig in den Nerv gestochen wurden. Die
Elektroden waren an manuellen Mikromanipulatoren (Ma¨rzhauser) befestigt. Zur Stimuation
stand ein Reizgenerator (A–M System) zu Verfu¨gung. Die Reizdauer betrug 200ms und die
Reizschwelle lag bei etwa 10V. Die Messungen fanden bei Raumtemperatur statt.
Ableitung an zervikalen Nervenwurzeln
Die Atmungsaktivita¨t wurde an den zervikalen ventralen Nervenwurzeln eines isolierten Hirn-
stamm–Ru¨ckenmark Pra¨parats vorgenommen. Das Hirnstamm–Ru¨ckenmark Pra¨parat wurde
wie beschrieben angefertigt (Suzue, 1984; Onimaru und Homma, 1987) und sta¨ndig mit Kar-
bogen begaster ACSF gespu¨lt. Eine Nervenwurzel wurden in die O¨ffnung einer mit Badlo¨sung
gefu¨llten Glaspipette eingesaugt. Fu¨r die Manipulation der Elektrode wurde ein Mikromani-
pulator (Ma¨rzhauser) verwendet.
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Elektrokardiogramm
Das EKG wurde bei E18,5 Tieren kurz nach der Geburt mit einem Differenzversta¨rker abge-
leitet. Dabei wurde je eine Elektrode an den vorderen Extremita¨ten und die Referenzelektrode
am Schwanz befestigt.
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Die im folgenden beschriebenen Versuche zielten darauf ab, die Rolle der Kalium–Chlorid–
Kotransporters KCC2 und des Chloridkanals ClC–2 im Organismus zu untersuchen. Dazu
wurden in unserer Arbeitsgruppe Knockout Mausmodelle hergestellt (Bo¨sl et al., 2000; Hu¨bner
et al., 2000). Wa¨hrend sich im Fall von KCC2 die vermutete Funktion in der Regulation
der intrazellul¨aren Chloridkonzentration in Neuronen besta¨tigte, gab es dafu¨r bei Clcn2−/−
Tieren keine Hinweise. Daher richtete sich das Interesse bei der Analyse der Clcn2−/− Tiere
auf den auf den Hauptpha¨notyp, die ma¨nnliche Infertilita¨t.
In einem ersten Experiment wurde untersucht, ob die Clcn2−/− Tieren nicht doch einen
neurologischen Pha¨notyp besitzen, der sich in einer sta¨rkeren Krampfanfa¨lligkeit zeigen sollte.
Kcc2−/− Tiere waren nicht in der Lage zu atmen und zeigten eine ungewo¨hnliche, ver-
krampfte Haltung, was auf einen schwerwiegenden Defekt in der motorischen Kontrolle hin-
wies, der mo¨glicherweise durch eine gesto¨rte synaptische Inhibition bedingt ist. Im Gegensatz
zu Kcc2−/− Tieren zeigten Clcn2−/− Tieren keinen direkt erkennbaren neuronalen Pha¨notyp.
Sie fielen auch in groben Verhaltenstests nicht auf; es wurde bei diesen Tieren keine versta¨rkte
Neigung zu epileptischen Anfa¨llen beobachtet. Die ma¨nnlichen Clcn2−/− Tiere zeigten jedoch
einen stark verkleinerten Hoden und waren infertil.
Da Kcc2−/− Tiere einen erwartete neurologischen Pha¨notyp haben, der sich in der ver-
krampften Haltung zeigte wurden Messungen am Ischiasnerv, der die unteren Extremita¨ten
innerviert, vorgenommen. In weiteren Experimenten wurde die intrazellul¨are Chloridkonzen-
tration in Motoneuronen bestimmt. Außerdem sollte gekl¨art werden, warum Kcc2−/− Tiere
nicht atmeten. In histologischen Untersuchen sollte u¨berpru¨ft werden, wo KCC2 innerhalb
der Neuronen exprimiert wird und ob andere Chloridtransporter an der Regulation der intra-
zellul¨aren Chloridkonzentration beteiligt sind.
Da die ClC–2 Tiere keinen neurologischen Pha¨notyp zeigten, wurde die Infertilita¨t der
Clcn2−/− Ma¨nnchen zuna¨chst auf histologischer und molekularer Ebene untersucht. Durch
funktionelle Messungen an Zellen, die fu¨r die Infertilita¨t verantwortlich sein ko¨nnten, sollte
die Funktion von ClC–2 analysiert werden.
5.1 Krampfanfa¨lligkeit beider Knockout Mausmodelle
Von beiden untersuchten Chloridtransportern wurde vermutetet, daß sie an der Regulation
der intraneuronalen Chloridkonzentration beteiligt sind. Da die synaptische Inhibition von
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der intraneuronalen Chloridkonzentration abha¨ngig ist, wurde erwartet, daß die untersuchten
Mausmodelle eine neuronale U¨bererregbarkeit zeigen. Da die Kcc2−/− Tiere schon kurz nach
der Geburt verstarben, wurden untersucht, ob die geringere Gendosis in heterozygoten Tieren
zu einer U¨bererregbarkeit der Neuronen fu¨hrt.
Prichard und Mitarbeiter beschreiben eine Methode, um die Krampfschwelle vieler Tiere
mit relativ geringem Aufwand zu bestimmten (Prichard et al., 1969). Dazu wurden die Tiere
in eine gasdichte Kammer gesetzt und Flurothyl mit einer konstanten Rate auf ein Filterpa-
pier getropft, von dort verdunstet das schnell flu¨chtige Flurothyl. Die Zeit von Beginn der
Flurothylzugabe bis zum Auftreten erster epileptiformer Aktivita¨ten wurde als erste Schwelle
definiert, die Zeit bis anhaltende epileptische Anfa¨lle beobachtet wurden als zweite Schwelle.
Die ersten eleptiformen Aktivita¨ten zeigten sich in einzelnen Zuckungen des Kopfes und den
vorderen Extremita¨ten, kurze Zeit spa¨ter verloren die Tiere ihre aufrechte Haltung; damit war
das Ende des Versuchs erreicht. Das Experiment wurde durch O¨ffnen der gasdichten Kammer
beendet. Die Tiere erholten sich nach kurzer Zeit und zeigten auch spa¨ter keine Auffa¨lligkeiten.
Wenn ClC–2 wesentlich an der Regulation der intrazellul¨aren Chloridkonzentration betei-
ligt ist, sollte sich die in einer erho¨hten Krampfanfa¨lligkeit zeigen, da die synaptische Inhibi-
tion gesto¨rt ist. In dem Versuch wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen
Clcn2−/− Tieren und Kontrolltieren festgestellt (Abb. 5.1 A); es ist jedoch nach diesem
Experiment nicht ausschließen, daß ClC–2 an einer subtilen Regulation der intrazellul¨aren
Chloridkonzentration beteiligt ist. Dies wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter
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Abb. 5.1: Bestimmung der Krampfschwelle. A, Zwischen Clcn2−/− Tieren (Weiße Balken) und
Clcn2+/+ Tieren (Schwarze Balken) war kein signifikanter Unterschied in der Zeit bis zum Auf-
treten erster eleptiformer Aktivita¨ten (WT: 286 s ± 3 (n=5), KO: 297 s ± 19 (n=5)) und in der
Zeit bis zu einem anhaltenden epileptischen Anfall (WT: 383 s ± 12 (n=5), KO: 390 s ± 29 (n=5))
zu erkenne. B, Zwischen Kcc2+/− Tieren Weiße Balken) und Kcc2+/+ Tieren (Schwarze Balken)
war ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der Zeit bis zum Auftreten erster eleptiformer Ak-
tivita¨ten (WT: 373 s ± 8 (n=4), HET: 385 s ± 10 (n=4)) und in der Zeit bis zu einem anhaltenden
epileptischen Anfall (WT: 425 s ± 8 (n=4), KO: 416 s ± 17 (n=4) zu erkennen.
42
5.2 Analyse des KCC2 Knockouts
untersucht (siehe dazu auch Abschnitt 6.3.2).
Auch bei Kcc2+/− Tieren wurden keine signifikanten Unterschiede in der Krampfschwelle
festgestellt (Abb. 5.1 B). Dies zeigt, daß die geringere Gendosis der Kcc2+/− Tiere nicht
zu einer signifikanten Vera¨nderung der Krampfanfa¨lligkeit fu¨hrt. Der geringere Unterschied
zwischen der ersten und zweiten Krampfschwelle bei den KCC Tieren im Vergleich zu den
ClC–2 Tieren ko¨nnte auf die unterschiedlichen genetischen Hintergru¨nde der untersuchten
Sta¨mme zuru¨ckzufu¨hren sein.
Flurothyl wurde bei der Suche nach neuen Inhalationsana¨sthestetika entdeckt (Krantz et al.,
1957). Die krampfauslo¨senden Eingenschaften von Flurothyl wurden klinisch als chemischer
Ersatz fu¨r die Therapie mit elektrisch ausgelo¨sten Kra¨mpfen bei psychisch kranken Patienten
verwendet. Inzwischen konnte gezeigt werden, daß Flurothyl eine antagonisitische Wirkung an
GABAA–Rezeptoren besitzt (Krasowski, 2000).
5.2 Analyse des KCC2 Knockouts
5.2.1 Erscheinungsbild
Da die homozygoten Tiere (Kcc2−/−) nicht in der Lagen waren zu atmen, verstarben sie in
den ersten 15 Minuten nach der Geburt. Daher wurden alle Untersuchungen an Embryo-
nen 18,5 Tage nach der Befruchtung (E18,5) vorgenommen; dies ist kurz vor dem Zeitpunkt
der natu¨rlichen Geburt. Die Tiere wurden durch einen Kaiserschnitt geboren, Kcc2+/+ und
Kcc2+/− Tiere waren zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung voll lebensfa¨hig. Im Uterus ent-
wickelten sich die Tiere im erwarteten Mendelschen Verha¨ltnis von einem viertel bei der Kreu-
zung von heterozygoten Tieren (32 Kcc2−/− von 127 Nachkommen). Wie eingangs schon
erwa¨hnt fiel die ungewo¨hnliche Haltung der Kcc2−/− Tiere auf, was auf einen schwerwiegen-
den Defekt in der motorischen Kontrolle hinwies (Abb. 5.2). Die Kcc2−/− Tiere bewegten
sich nicht spontan und reagierten nur auf sehr starke mechanische Stimulation. Bei Kcc2−/−
Tieren wurde keine Atmung beobachtet und der Schwimmtest der Lungen ergab, daß diese in
Kcc2−/− Tieren nicht mit Luft gefu¨llt waren. Im Gegensatz zu den Lungen von Kontrolltieren
sanken die der Kcc2−/− Tiere ab.
Weiterhin hatten alle -/- Tiere einen Bauchwanddefekt (Abb. 5.2 und 5.3). Ein Defekt im
Zwerchfell wurde durch eine Injektion eines Farbstoffes in den Pleuralraum ausgeschlossen.
Abgesehen von der nicht entfalteten Lunge und dem Bauchwanddefekt konnten keine weiteren
anatomischen oder histologischen Vera¨nderungen festgestellt werden. Das Ru¨ckenmark und
das Stammhirn waren morphologisch nicht auffa¨llig.
Um ein Problem in der Erregungsfortleitung im Herzen als Todesursache der Kcc2−/− Tie-
re auszuschließen, wurde von einem Kcc2+/+ und einem Kcc2−/− Tier Elektrokardiogramme
(EKG) mit aufgezeichnet. Dabei wurden die Ableitelektroden an den vorderen Extremita¨ten
und die Erdungselektrode am Schwanz der Tiere befestigt. Direkt nach der Geburt waren diese
nicht zu unterscheiden. Etwa zehn Minuten nach der Geburt konnte in einem Kontrolltier
ein regelma¨ßiges EKG aufgezeichnet werden, die Frequenz lag bei 200 Hz (Abb. 5.4 A). Zu
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Abb. 5.2: Makroskopischer Pha¨notyp von Kcc2−/−. Auffa¨llig ist die ungewo¨hnliche Haltung der
Extremita¨ten und der Bauchwanddefekt.
+/+ +/+-/- -/-
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Abb. 5.3: Horizontaler (A) und medialer (B) Schnitt durch Kcc2+/+ und Kcc2−/− Tiere. Die
nicht entfaltete Lunge ist deutlich zu erkennen. Die Bauchdecke des Kcc2−/− Tieres ist nicht
geschlossen. Unterschiede im Zentralnervensystem oder dem Skelettmuskel System konnten nicht
gefunden werden.
diesem Zeitpunkt begann sich das EKG der Kcc2−/− Tiere zu vera¨ndern (Abb. 5.4 B). Im
weiteren Verlauf nahm die Frequenz und Amplitude im Kcc2−/− ab, nach etwa 20min war
nur noch ein sehr unregelma¨ßiger Rhythmus meßbar (Abb. 5.4 C). 45min nach der Geburt
war im Kcc2−/− Tier kein EKG mehr ableitbar. Zum Vergleich wurde ein EKG bei einem
Kontrolltier in sauerstoffreier Atmospha¨re abgeleitet; der Verlauf in Frequenz und Amplitude
war vergleichbar mit dem eines Kcc2−/− Tiers (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 5.4: Das EKG eines WT–Tiers zeigt zehn Minuten nach der Geburt einen regelma¨ßigen
Rhythmus bei einer Frequenz von etwa 200 Hz (A). Zum gleichen Zeitpunkt beginnt sich das
EKG eines Kcc2−/− Tiers zu vera¨ndern (B). Nach etwa 30 Minuten ist die Frequenz deutlich
niedriger (etwa 0,5 Hz) und der Rhythmus sehr unregelma¨ßig (C).
5.2.2 Reflex des Ru¨ckenmarks
Wie oben schon erwa¨hnt fiel bei den Kcc2−/− Tieren eine ungewo¨hnliche, verkrampfte Hal-
tung auf. Es wird vermutet, daß KCC2 an der Regulation der intrazellul¨aren Chloridkonzen-
tration beteiligt ist, dies ko¨nnte in Kcc2−/− Tieren dazu fu¨hren, das die synaptische Inhibition
gesto¨rt ist und es dadurch zu einer U¨bererregbarkeit der Motoneuronen kommt. Dies wu¨rde
die verkrampfte Haltung der Kcc2−/− Tiere erkl¨aren.
Es wurde untersucht ob, an Nerven, die die Extremita¨ten innervieren, eine erho¨hte spon-
Renshaw Zelle
Motoneuron
dorsale Wurzel
mit Ganglion
ventrale Wurzel
Ischias Nerv
Ia Afferenzen
Reiz- und
Ableitelektrode
Abb. 5.5: Schematische Darstellung des Reflexbogens im Ru¨ckenmark, bestehend aus sensibler
dorsaler Wurzel, Renshaw–Zelle, Motoneuron mit ventraler Wurzel. In den freipra¨parierten Is-
chiasnerv wurde eine mit 3M KCl gefu¨llte Reiz– und eine Ableitelektrode gestochen.
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tane Aktivi¨at zu beobachten ist. Im zweiten Schritt wurde die Antwort der Ru¨ckenmarkschalt-
kreise auf einen Reiz untersucht. Die Messungen wurden am Ischiasnerv vorgenommen, da
der Ischiasnerv anatomisch gut definiert ist und sowohl propriozeptive Fasern, die in das
Ru¨ckenmark fu¨hren, als auch Efferenzen der Motoneurone entha¨lt, die verschiedene Muskel-
gruppen in den hinteren Extremita¨ten innervieren. In diesem System hat man die Mo¨glichkeit,
an einem Nerv gleichzeitig stimulieren und ableiten zu ko¨nnen. Der Reiz wird durch die Neu-
rone des Ru¨ckenmarks verarbeitet. Dazu wurde der anatomisch gut definierte Ischiasnerv so
pra¨pariert, daß seine Verbindung zum Ru¨ckenmark nicht verletzt wurde. In den Ischiasnerv
wurde dann eine mit 3M KCl gefu¨llte Ableitelektrode und eine Stimulationselektrode gesto-
chen. In Abbildung 5.5 ist dies schematisch dargestellt.
In Kcc2−/− Tieren wurden zahlreiche gruppierte Aktivita¨ten und spontane Aktionspo-
tentiale beobachtet (Abb. 5.6 A, rechte Spur). In Kontrolltieren waren dagegen nur selten
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Abb. 5.6: Extrazellul¨are Ableitungen am Ischiasnerv. In Kontrolltieren waren wenige Aktions-
potentiale zu beobachten. A, In Kontrolltieren wurden spontane Aktionspotentiale beobachtet.
Der Ischiasnerv der Kcc2−/− Tiere zeigte dagegen eine starke spontane Aktivita¨t. B, Auf elektri-
sche Stimulation des Ischiasnervs zeigte sich eine monophasische Antwort in Kontrolltieren, in
Kcc2−/− Tieren wurde dagegen eine polyphasische Antwort beobachtet, die sich auf die fehlen-
den synaptische Inhibition zuru¨ckfu¨hren l¨aßt. Der Pfeil gibt den Zeitpunkt des Reizes an, seine
Amplitude lag bei etwa 10V.
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einzelne Aktionspotentiale zu beobachten, die gruppierten, ungeordneten Aktivita¨ten fehlten
vo¨llig (Abb. 5.6 A, linke Spur).
Weiterhin wurde die Antwort des Ru¨ckenmarks auf elektrische Reize des Ischiasnerven ge-
messen. Da der Ischiasnerv auch afferente Fasern enthielt, konnte im selben Nerv stimuliert
und abgeleitet werden. Der Reiz gelangte u¨ber afferente Fasern und u¨ber das Hinterhorn ins
Ru¨ckenmark. Hier wurde der Reiz u¨ber Synapsen auf die Motoneurone des Vorderhorns wei-
tergeleitet und gelangte schließlich u¨ber die efferenten Fasern zuru¨ck in den Ischiasnerv. Dabei
spielt der inhibitorische Regulationsmechanismus der Renshaw–Zellen eine wichtige Rolle. Da
die Ia Fasern eine niedrige Reizschwelle haben, kann der monosynaptische Reflex, der durch
GABAerge und glyzinerge Interneurone moduliert wird, untersucht werden (Schneider und
Fyffe, 1992; Lloyd, 1943), in dem die Reizsta¨rke langsam erho¨ht wird, bis erste Antworten
registriert werden. Die Reizschwelle lag bei beiden Genotypen bei ungefa¨hr 10 V. In fu¨nf Kon-
trolltieren wurde eine monophasische Antwort auf einen Reiz von 200 ms Dauer beobachtet
(Abb. 5.6 B, linke Spur). Dagegen wurden in fu¨nf Kcc2−/− Tieren polyphasische Antwor-
ten gemessen (Abb. 5.6 B, rechte Spur). Die polyphasischen Antworten unterschieden sich
daru¨berhinaus von Stimulus zu Stimulus in Form und Phase. Teilweise lo¨ste ein Stimulus in
Kcc2−/− Tieren eine Salve von Aktionspotentialen aus. Die Ergebnisse waren den Messungen
an der spastic Maus a¨hnlich (Biscoe und Duchen, 1986). Die spastic Maus besitzt eine Mu-
tation im Glyzin–Rezeptor, dadurch verliert der inhibitorische Neurotransmitter Glyzin seine
Wirkung. Das fu¨hrt zu einer U¨bererregbarkeit der Motoneuronen, die in der Kcc2−/− Maus
durch eine erho¨hte intrazellul¨are Chloridkonzentration erkl¨art werden ko¨nnte.
5.2.3 Messungen an Motoneuronen
Durch die Messungen am Ischiasnerven ist gezeigt worden, daß Kcc2−/− Tieren die Moto-
neuronen u¨bererregbar sind. In Messungen an Motoneuronen sollte im folgenden Experiment
untersucht werden, ob die intraneuronale Chloridkonzentration in Kcc2−/− Tieren erho¨ht ist.
Dies wu¨rde die fehlende synaptische Inhibition der Motoneurone erkl¨aren.
Um das Chloridpotential zu bestimmen, wurde zu erst das Ruhemembranpotential (VRuhe)
gemessen. Durch Gabe von GABA oder Glyzin in die Badlo¨sung wurden die entsprechenden
Rezeptoren aktiviert. Dadurch bekommt die Membran eine hohe Chloridleitfa¨higkeit und das
Membranpotential entspricht anna¨hernd dem Chloridgleichgewichtspotential (VECl− ). Die
Differenz zwischen diese Potentialen ist damit ein Maß fu¨r die intrazellul¨are Chloridkon-
zentration. Um den Einfluß durch andere Ionen auszuschließen wurden Natriumkana¨le mit
Tetrodotoxin, Kalziumkana¨le mit Lantan und Kaliumkana¨le mit Caesium blockiert.
∆V = VRuhe −VECl− (5.1)
Wa¨hrend der Entwicklung vera¨ndert sich die intrazellul¨are Chloridkonzentration. An-
fangs ist das elektrochemische Potential so hoch, daß es bei einer Aktivierung von GABA–
oder Glyzin–Rezeptoren zu einer Depolarisation der Zellmembran kommt, da Chloridionen
das Zellinnere verlassen. In der weiteren Entwicklung sinkt das elektrochemische Potential von
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Abb. 5.7: Elektrophysiologische Untersuchungen an Motoneuronen. Das Membranpotential wur-
de im Null–Strom Modus mit Hilfe der perforated Patch Methode gemessen. A, Die Depola-
risation in Gegenwart von GABA oder Glyzin war in Kcc2−/− Tieren signifikant gro¨ßer. B,
In TTX–freien Messungen inhibierte GABA Aktionspotentiale in Kontrolltieren. C, Die starke
Depolarisation lo¨ste in Kcc2−/− Tieren Aktionspotentiale aus.
Chlorid unter das Ruhemembranpotential. Bei einer Aktivierung von GABA– oder Glyzin–
Rezeptoren gelangt Chlorid dann in die Zelle und die Membran wird hyperpolarisiert (siehe
Abschnitt 2.4). Es gab Hinweise, daß KCC2 an der Regulation der intrazellul¨aren Chlorid-
konzentration wa¨hrend der Entwicklung beteiligt ist (Rivera et al., 1999). KCC2 transportiert
normalerweise Chlorid aus der Zelle und kann so die intrazellul¨are Chloridkonzentration der
Neurone wa¨hrend der Entwicklung senken.
Um die synaptischen Verbindungen der Motoneurone nicht zu verletzen wurden 350 µm
dicke Schnitte des Ru¨ckenmarks angefertigt. Mit Hilfe der Infrarot–Videomikroskopie wurde
unter Sichtkontrolle die patch–Pipette mit einem U¨berdruck in den Gewebeschnitt gefu¨hrt.
Durch den U¨berdruck werden die Neuronen vom umgebenden Gewebe befreit, danach kann
die Pipette auf die Membran des Neurons gefu¨hrt werden (Stuart et al., 1993). Durch eine
leichten Unterdruck, der an die Pipette gelegt wird, verbindet sich die Zellmembran elektrisch
dicht mit der Pipette.
Mit der patch–clamp Technik ist es mo¨glich, das Membranpotential von kleinen Zellen zu
messen, allerdings diffundiert die Pipettenlo¨sung bei der sogenannten whole-cell Methode in
die Zelle. Dadurch wird die Ionenzusammensetzung in der Zelle gea¨ndert. Da die intrazel-
lul¨are Chloridkonzentration bestimmt werden sollte, mußte verhindert werden, daß das Zytosol
durch die Pipttenlo¨sung dialysiert wird. Dies erreicht man mit der sogenannten perforated–
patch Methode, bei der ein Ionophor in die Pipettenlo¨sung gegeben wird. Allerdings bilden
ha¨ufig gebrauchten Ionophore wie Amphotericin B und Nystatin chloridpermeabele Poren
(Marty und Finkelstein, 1975; Horn und Marty, 1988). Im Gegensatz dazu bildet Gramicidin
Poren, die ausschließlich fu¨r monovalente Kationen und kleine ungeladene Moleku¨le permea-
bel sind (Hladky und Haydon, 1972; Myers und Haydon, 1972). Damit ist es mo¨glich patch–
clamp Messungen durchzufu¨hren, ohne die intrazellul¨are Chloridkonzentration zu vera¨ndern
(Kyrozis und Reichling, 1995).
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Mit dieser Methode wurde die Reaktion von GABA und Glyzin auf Motoneurone des
Ru¨ckenmarks bei E18,5 Tieren gemessen. Dabei wurden zuna¨chst durch Zugabe von 500nM
Tetrodotoxin (TTX) die Natriumkana¨le blockiert, um eine Depolarisation aufgrund eines Na-
triumeinstroms zu verhindern. Dann wurden fu¨r 30 Sekunden mit 100µM GABA oder Glyzin
in der Badlo¨sung die entsprechenden Rezeptoren aktiviert.
In Kcc2−/− Tieren depolarisierten die Motoneurone in Gegenwart von GABA (∆V = 35,5
mV ± 3,6; n = 11) und Glyzin (∆V = 30,1 mV ± 6,2; n = 5). Kontrolltiere reagierten signifi-
kant schwa¨cher auf GABA (∆V = 10,6 mV ± 3,1; n = 11) und Glyzin (∆V = 12,4 mV ± 3,6;
n = 5) (Abb. 5.7 A). In einigen Fa¨llen war in Kontrolltieren das elektrochemische Chloridpo-
tential unterhalb des Ruhemembranpotentials, so daß die Motoneurone hyperpolarisierten. In
Gegenwart des GABA–Rezeptorblockers Bicucullin (100 µM) konnte keine Depolarisation der
Neurone beobachtet werden, das gleiche galt fu¨r den Glyzin–Rezeptorblocker Strychnin. In
Messungen, bei denen kein TTX in die Badlo¨sung gegeben wurde, konnte GABA in Motoneuro-
nen von Kontrolltieren Aktionspotentiale inhibieren (Abb. 5.7 B). In Neuronen von Kcc2−/−
Tieren konnte GABA durch die starke Depolarisation Aktionspotentiale auslo¨sen (Abb. 5.7
B). Dies zeigte, daß in Kontrolltieren GABA eine inhibitorische Wirkung hatte. Durch das
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Abb. 5.8: Extrazellul¨are Ableitung an den ventralen zervikalen Nervenwurzeln. A, In Kontroll-
tieren konnte ein regelma¨ßiger Rhythmus abgeleitet werden. B, Kcc2−/− Tiere zeigten jedoch
unter normalen Bedingungen keine rhythmische Aktivita¨t (obere Spur). Unter einer erho¨hten Ka-
liumkonzentration von 8mM konnte eine verlangsamte Aktivita¨t gemessen werden (untere Spur).
C, ventrale Ansicht Darstellung eines Hirnstamm–Ru¨ckenmarkpra¨parats mit zervikalen Nerven-
wurzeln. Zum Ableiten der Aktivita¨t wurde eine Nervenwurzel in eine mit Badlo¨sung gefu¨llte
Glaselektrode eingesaugt.
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O¨ffnen der Chloridkana¨le kommt es zu einer Erho¨hung der Leitfa¨higkeit der Membran, so
daß exzitatorische Stro¨me kurzgeschlossen werden. Dadurch wird eine weitere Depolarisation
der Membran verhindert.
5.2.4 Funktionelle Untersuchung der Atmung
Die Atmung wird durch das im Stammhirn liegende Atemzentrum gesteuert. Die fu¨r die At-
mung wichtigen Muskeln werden unter anderem durch die Zervikalnerven versorgt. Um festzu-
stellen warum die Kcc2−/− Tiere nicht atmeten, wurde die extrazellul¨are Aktivita¨t von den zer-
vikalen ventralen Nervenwurzeln abgeleitet, die die Axone der rhythmisch aktiven Motoneuro-
ne enthalten (Suzue, 1984; Onimaru und Homma, 1987). Dazu wurde der Hirnstamm und das
Ru¨ckenmark aus E18,5 Tieren pra¨pariert und sta¨ndig mit ku¨nstlicher Ru¨ckenmarksflu¨ssigkeit
(artificial cerebrospinal fluid, ACSF) u¨berspu¨lt, die mit Karbogen (95% O2 / 5% CO2) begast
war. Die Nervenwurzeln wurden in eine Glaselektrode eingesaugt und die elektrischen Signale
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Abb. 5.9: Expression des KCC2 Proteins im Ru¨ckenmark von E18,5 Tieren. Die Bilder zeigen Mo-
toneurone im ventralen Horn des Ru¨ckenmarks, die in ein Netzwerk von Axonen und Dendriten
eingebettet sind. Die Immunfluoreszenz zeigte, daß KCC2 (rot) mit dem dendritischen Marker
MAP2 (gru¨n) (A bis C), aber nicht mit dem axonalen Marker NF (gru¨n) (D bis F) kolokalisiert.
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mit einem Differenzversta¨rker versta¨rkt, das ist in (Abb. 5.8 C) schematisch dargestellt. In Kon-
trolltieren (n =5) (Abb. 5.8 A) konnte ein regelma¨ßiger Rhythmus abgeleitet werden, Kcc2−/−
Tiere (n = 4) zeigten jedoch unter normalen Bedingungen keine rhythmische Aktivi¨at (Abb.
5.8 B, obere Spur). Durch Erho¨hung der Kaliumkonzentration in der Badlo¨sung von 3mM
auf 8mM konnte ein unregelma¨ßiger und deutlich langsamerer Rhythmus beobachtet werden.
Dies zeigt, daß das Hirnstamm–Ru¨ckenmarkspra¨parat vital war und die Messungen nicht an
einem toten Pra¨parat durchgefu¨hrt wurden.
5.2.5 Lokalisation von KCC2 in Neuronen
Die Funktion eines Proteins ha¨ngt wesentlich von seiner Lokalisation ab, daher wurde zusa¨tz-
lich zu den funktionellen Messungen in immunhistochemischen Fa¨rbungen die Lokalisation
von KCC2 untersucht. In Doppelimmunfloureszenzen wurde untersucht, ob KCC2 in Dendri-
ten oder Axonen exprimiert wird. Dabei diente eine Antiko¨rper gegen das Myelin assoziierte
Protein 2 (MAP2) als dendritischer Marker und ein Antiko¨rper gegen Neurofilament als axona-
ler Marker. MAP2 und KCC2 zeigten eine gute U¨bereinstimmung (Abb. 5.9 A bis C), wa¨hrend
in Doppelfa¨rbungen mit NF keine U¨berlagerung festgestellt werden konnte (Abb. 5.9 D bis F).
Die dendritische Lokalisation von KCC2 paßt gut mit seiner Funktion zusammen.
Die dendritische Lokalisation wurde in der Elektronenmikroskopie besta¨tigt. KCC2 wurde
dabei mit einem mit Goldpartiklen gekoppelter Sekunda¨rantiko¨rper detektiert. Es waren nur
Signale in der Membran eines Dendriten zu erkennen, in Axonen konnte keine Expression
von KCC2 festgestellt werden (Abb. 5.10 A). In einer ho¨heren Auflo¨sung war erkennbar, das
KCC2 in der Na¨he inhibitorischer Synapsen, die sich durch ovale Vesikel von exzitatorischen
Synapsen unterscheiden, lokalisiert war (Abb. 5.10 B).
B
d
s
s
A
d
a
a
Abb. 5.10: Lokalisation von KCC2. A, mit einem goldmarkierten Zweitantiko¨rper konnte KCC2
in der Membran eines Dendriten (d) nachgewiesen werden. In Axonen (a) ist kein Signal zu
erkennen. B, In einer ho¨heren Auflo¨sung wurde KCC2 (Sternchen) in der Na¨he inhibitorischer
Synapsen (s) nachgewiesen. (Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden in Zusammen-
arbeit mit Dr. Hu¨bner und Dr. Schweizer, ZMNH, Hamburg angefertigt.)
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5.2.6 Expression von Chloridtransportern im Ru¨ckenmark
Um ein genaueres Bild u¨ber die Expression von KCC2 und seine Rolle in der Regulation
der intrazellul¨aren Chloridkonzentration zu gewinnen, wurde die Expression von anderen
Chloridtransportern im Ru¨ckenmark an den embryonalen Entwicklungstagen E12,5 und E18,5
mittels in situ Hybridisierung verglichen (Abb. 5.11). KCC1 besitzt eine Housekeeping–
Funktion innerhalb der KCC Transporterfamilie, da er ubiquita¨r exprimiert wird (Gillen et al.,
1996). Aus Northern–Analysen ist bekannt, daß KCC3 in wenigen Geweben exprimiert wird;
er kommt auch im ZNS vor (Mount et al., 1999). Da NKCC2 (Haas und Forbush, 1998)
und KCC4 (Mount et al., 1999) nicht besonders stark im ZNS exprimiert werden, wurden
sie nicht weiter untersucht. Zusa¨tzlich wurde ClC–2 mit in den Vergleich eingeschlossen, da
vermutet wird, daß die intrazellul¨are Chloridkonzentration durch ClC–2 beeinflussen werden
kann (Staley et al., 1996).
KCC2 war am embryonalen Entwicklungstag 12,5 (E12,5) sehr stark im ventralen Horn
des Ru¨ckenmarks exprimiert; dort befinden sich die Motoneurone (Wentworth, 1984). KCC2
Transkripte konnten nicht in den Spinalganglien nachgewiesen werden (Abb. 5.11 A). ClC–
2, KCC1 und KCC3 Transkripte wurden diffus im Ru¨ckenmark und in den Spinalganglien
nachgewiesen (Abb. 5.11 B, C und E). Transkripte von NKCC1 wurden nur in wenigen Zellen
des Ru¨ckenmarks und der Spinalganglien nachgewiesen (Abb. 5.11 D). Zum Zeitpunkt der
Geburt (E18,5) waren KCC2 Transkripte im gesamten Ru¨ckenmark nachzuweisen (Abb. 5.11
F). Im Gegensatz dazu hatten die Signale der anderen Transporter im Vergleich zu E12,5
abgenommen (Abb. 5.11 G bis J).
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Abb. 5.11: Expression von KCC2, KCC1, KCC3, NKCC1 und CLC–2 im Ru¨ckenmark.
Dunkelfeld–Aufnahmen von E12,5 (A bis E) und E18,5 (F bis J) Ru¨ckenmark–Serienschnitten.
Die Signale erschienen in Weiß. KCC2 war an E12,5 stark im ventralen Horn exprimiert (A).
KCC1 (B), KCC3 (C) und ClC–2 waren diffuser an E12,5 im ganzen Ru¨ckenmark exprimiert. An
E18,5 (F bis J) war die Expression von KCC2 im ganzen Ru¨ckenmark sehr hoch. NKCC1 war in
einzelnen Neuronen zu erkennen (I) (Die in situ Hybridisierung wurde von Dr. C. Hu¨bner und
Dr. I. Hermans–Borgmeyer, ZMNH durchgefu¨hrt.)
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Abb. 5.12: Quantifizierung der Transkriptmengen im RNAse Protection Assay: Vergleich zwi-
schen Wildtyp (jeweils links) und Kcc2−/− Tieren (jeweils rechts) von KCC1, KCC2, KCC3,
KCC4, NKCC1 und ClC–2. Die obere Reihe zeigt die Banden der Transporter, die untere Reihe
die Bande der Aktinkontrolle. Im Kcc2−/− wurde ein ku¨rzeres Fragment gefunden, da das fu¨nfte
Exon fehlte. Die Transkriptmengen von KCC3, KCC4, NKCC1 und ClC–2 war in Wildtyp und
Kcc2−/− Tieren unvera¨ndert. Die Expression von KCC1 war in Kcc2−/− um etwa 50% erho¨ht.
(Der RPA wurde in Zusammenarbeit mit Dr. C. Hu¨bner und Dr. I. Hermans–Borgmeyer, ZMNH
durchgefu¨hrt.)
Um festzustellen, ob einer der untersuchten Chloridtransporter durch das Ausschalten von
KCC2 beeinflußt wird, wurde in einem RNAse Protection Assay (RPA) die Transkriptmen-
gen quantifiziert (Abb. 5.12). Dazu wurde RNA aus dem Ru¨ckenmark von E18,5 Kcc2−/−
Tieren pra¨pariert und je 20µg mit entsprechenden Sonden hybridisiert und anschließend mit
RNAse behandelt. Die Bereiche der RNA, die durch mit den Sonden hybridisiert haben, sind
vor der RNAse geschu¨tzt. Zur Quantifizierung wurden die RNA–Proben zusa¨tzlich mit eine
Aktin Sonde hybridisiert. Um die Transkriptmengen miteinander zu vergleichen wurden die
Intensita¨ten der einzelnen Banden auf die der korrespondierenden Aktin Bande (Abb. 5.12
untere Reihe) normiert. In Kcc2−/− Tieren war die Transkriptmenge von KCC1 um etwa
50% erho¨ht. Die Transkriptmengen der anderen untersuchten Chloridtransporter war in den
Kcc2−/− Tieren im Vergleich zu Kcc2+/+ Tieren unvera¨ndert.
5.3 Analyse des ClC–2 Knockouts
Da bisher u¨ber die physiologische Funktion von ClC–2 nichts bekannt war, wurde in unsere
Arbeitsgruppe ein Knockout Mausmodell hergestellt. Wie oben schon erwa¨hnt, wird vermutet,
daß ClC–2 ebenfalls an der Regulation der intrazellul¨aren Chloridkonzentration in Neuronen
beteiligt ist (Staley et al., 1996; Smith et al., 1995). Die Clcn2−/− Tiere zeigten jedoch keinen
direkt erkennbaren neuronalen Pha¨notyp, ihre Krampfanfa¨lligkeit war auch nicht vera¨ndert
(siehe Abschnitt 5.1). Allerdings sind die ma¨nnlichen Clcn2−/− Tiere infertil. Außerdem sind
die ClC–2 Tiere aufgrund einer progressiven Photorezeptordegeneration blind. In der Literatur
werden verschiedene Funktion fu¨r ClC–2 vorgeschlagen, die zuna¨chst u¨berpru¨ft wurden. In
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Abb. 5.13: A, Behandlung mit Histamin erniedrigte den pH-Wert von pH 3,8 ± 0,4 auf pH 2,8
± 0,3 in WT Ma¨usen (n = 5) und von pH 4,0 ± 0,3 auf pH 2,3 ± 0,3 (n = 5) in Clcn2−/−
Ma¨usen.
der ersten Analyse wurde die Infertilita¨t der Clcn2−/− Ma¨nnchen genauer untersucht. Der
Retinapha¨notyp wird zur Zeit von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe analysiert.
5.3.1 U¨berpru¨fung von vermuteten Funktion von ClC–2
Obwohl fu¨r ClC–2 eine wichtige Rolle in der Lungenentwicklung (Murray et al., 1995) und
der Niere (Huber et al., 1998) vermutet wird, konnten keine histologischen Vera¨nderungen in
diesen Geweben nachgewiesen werden.
Das Magenepithel sezerniert HCl, indem die H+–K+–ATPase intrazellul¨are Protonen ge-
gen Kaliumionen austauscht. Dies fu¨hrt zu einer Senkung des extrazellul¨aren pH–Werts. Das
Kalium verl¨aßt die Zelle wieder durch einen Kaliumkanal, so daß in der Summe ein Transport
in das Magenlumen von positiven Ladungen entsteht. Dieser Strom wird durch einen Chlo-
ridstrom kompensiert. Tatsa¨chlich konnte in mehreren Arbeiten Kalium– und Chloridkana¨le
in den Zellen des Magenepithels nachgewiesen werden (Kajita et al., 1995). Malinowska und
Mitarbeiter vermuten, daß ClC–2 diese Chloridleitfa¨higkeit darstellt (Malinowska et al., 1995).
Daher wurde untersucht, ob in Clcn2−/− Tieren die Magensa¨uresekretion vera¨ndert ist.
Durch Histamin kann die Produktion von Magensa¨ure stimuliert werden. Den Tieren wurde
subkutan Histamin (2µg pro g Ko¨rpergewicht) oder PBS gespritzt, nach 15 Minuten der Magen
entnommen und der pH–Wert des Mageninhalts bestimmt (Schultheis et al., 1998).
Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Ansa¨urung zwischen Clcn2−/− und
Clcn2+/+ Tieren festgestellt (Abb. 5.13).
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Abb. 5.14: Die Geschlechtsorgane des Clcn2−/− geben den ersten Hinweis auf die Infertilita¨t.
Links ist das normal entwickelte Geschlechtsorgan eines adulten WT Ma¨nnchens dargestellt, rechts
das eines gleichalten Clcn2−/− Ma¨nnchens. Der Hoden des Clcn2−/− Tiers ist ungefa¨hr 50 - 70
% kleiner als der eines WT Tiers. Die Nebenhoden und die Samenblasen sind dagegen in ihrer
Gro¨ße normal entwickelt. Auch der Samenleiter zeigt keine sichtbare Vera¨nderung.
5.3.2 Ma¨nnliche Infertilita¨t
Obwohl Clcn2−/− Ma¨nnchen ein normales Kopulationsverhalten besaßen und einen Vagi-
nalpfropf erzeugten, waren sie nicht in der Lage, Nachkommen zu zeugen. Heterozygote
(Clcn2+/−) Ma¨nnchen und homozygote (Clcn2−/−) Weibchen waren dagegen fruchtbar.
Zuna¨chst wurde die Anatomie der Geschlechtsorgane adulter Ma¨nnchen untersucht. Dabei
fiel auf, daß die Hoden von Clcn2−/− Ma¨nnchen deutlich kleiner waren als die von Clcn2+/+
und Clcn2+/− Ma¨nnchen. Die Gro¨ße war etwa auf die Ha¨lfte bis ein Drittel reduziert (Abb.
5.14). Die Gro¨ße des Nebenhodens und der Samenblase waren unvera¨ndert. Die Entwicklung
des Hoden vera¨nderte sich bei Clcn2−/− Ma¨nnchen etwa drei Wochen nach der Geburt. Dieser
Zeitpunkt entspricht dem Beginn der Puberta¨t bei Ma¨usen.
Die endgu¨ltige Reifung der Spermien findet im Nebenhoden (Epididymis) statt. Im Ge-
gensatz zu Clcn2+/+ und Clcn2+/− Ma¨nnchen enthielt der Nebenhoden von Clcn2−/−
Ma¨nnchen keine reifen Spermien. Damit war die ma¨nnliche Infertilita¨t der Clcn2−/− Tiere
zu erkl¨aren. Die Geschlechtsorgane der Weibchen waren nicht auffa¨llig; da die Weibchen fertil
waren, wurden sie in diesem Zusammenhang nicht weiter untersucht.
5.3.3 Degeneration des Hodens bei Clcn2−/− Ma¨nnchen
Durch die makroskopische anatomische Analyse kam besonders der Hoden selbst als Ursache
fu¨r die Infertilita¨t der Clcn2−/− Ma¨nnchen in Frage. Daher wurde eine genaue histologische
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Untersuchung dieses Gewebes vorgenommen. Es wurde die Entwicklung von Clcn2+/+ Tieren
(Abb. 5.15 A bis E) und Clcn2−/− Ma¨usen (Abb. 5.15 F bis J) im Alter von einer, zwei, drei,
vier und zehn Wochen verglichen.
Die wichtigsten Zellen des Hodens sind Sertoli–, Leydig– und Keimzellen. Der Ho-
den entha¨lt viele Samenkana¨le (Tubuli seminiferi), in denen die Spermatogenese stattfindet.
Die Sertoli–Zellen kleiden die Tubuli seminiferi aus. Sie bilden eine zusammenha¨ngende
Schicht und bauen die Blut–Hodenschranke auf, die von tight junctions gebildet wird. Da-
durch entsteht ein basales und ein adluminales Kompartiment. In lokal erweiterten Interzel-
lul¨arra¨umen fassen Sertoli–Zellen die verschiedenen, langsam zum Lumen der Samenkana¨lchen
vorru¨ckenden Keimzellen zwischen sich. Dabei finden sich die Spermatogonien und fru¨he Sta-
dien der Spermatozyten I im basalen Kompartiment. Die u¨brigen Formen im adluminalen
Kompartiment. Die Sertoli–Zellen versorgen die eingelagerten Keimzellen mit Na¨hrstoffen,
außerdem sezernieren sie eine Flu¨ssigkeit, mit der die Spermatozoen aus den Tubuli seminiferi
in den Nebenhoden gespu¨lt werden. Zwischen den Tubuli befinden sich die Leydig–Zellen.
Sie produzieren Andosterone, besonders Testosteron. Die Anatomie der Tubuli seminiferi und
der Verlauf der Keimzellreifung ist in der Diskussion eingehend beschrieben (siehe Abschnitt
6.4.2.1).
Eine Woche nach der Geburt war kein Unterschied zwischen den beiden Genotypen zu
erkennen (Abb. 5.15 A und F). In beiden Fa¨llen waren Tubuli zu erkennen, die noch kein Lu-
men gebildet hatten. Das Keimepithel hatte sich noch nicht entwickelt. Die Tubuli enthielten
viele Spermatogonien. Nur eine Woche spa¨ter begann sich das Keimepithel zu entwickeln. Die
Tubuli der +/+ Tiere enthielten zwischen den Sertoli–Zellen basal Spermatogonien und adlumi-
nal einige Spermatozyten I. Die Tubuli hatten ein kleines Lumen (Abb. 5.15 B). Im Gegensatz
dazu begann in Clcn2−/− Tieren die Degeneration der Keimzellen. Das sich entwickelnde
Keimepithel war disorganisiert. Der Tubulus wies zentral kleine Hohlra¨ume auf (Abb. 5.15 G).
Zu diesem Zeitpunkt waren in Clcn2−/− Tieren noch Spermatogonien und Spermatozyten
I vorhanden. Im Alter von drei Wochen hatten sich diese Lumina in +/+ Tieren vergro¨ßert,
das Keimepithel hatte sich weiterentwickelt und die Spermatogonien begannen sich zu teilen.
Neben Sertoli–Zellen waren zahlreiche Spermatozyten I vorhanden (Abb. 5.15 C). Im Tubu-
lus der drei Wochen alten Clcn2−/− Maus dominierten Sertoli–Zellen. Die Spermatozyten I
ballten sich zu sogenannten Riesenzellen zusammen (Abb. 5.15 H, Pfeil). Im basalen Bereich
des Keimepithels fiel auf, daß auch die Spermatogonien von der Degeneration betroffen waren
(Abb. 5.15 H). Es hatte sich kein Lumen gebildet. In der vierten Woche nach der Geburt
hatte der Durchmesser der Tubuli in +/+ und +/- Tieren auf etwa ≈ 170µm zugenommen;
es waren Spermatogonien, Spermatozyten und unreife, rundkernige Spermatiden vorhanden
(Abb. 5.15 D). Im Gegensatz zu den Clcn2−/− Tieren war das Lumen gut ausgebildet. Die
Tubuli der -/- Tiere waren deutlich kleiner (≈ 110µm Durchmesser). Sie waren hauptsa¨chlich
durch Sertoli-Zellen ausgefu¨llt (Abb. 5.15 I). Die Fortsa¨tze der Sertoli-Zellen hatten begonnen
sich parallel anzuordnen. Es waren nur noch vereinzelte Spermatogonien vorhanden und die
Tubuli enthielten nur noch wenige Riesenzellen degenerierender Spermatozyten I (Abb. 5.15 I,
Pfeil). Zehn Wochen nach der Geburt hatte sich in den +/+ Tieren ein normales Keimepithel
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Abb. 5.15: Histologische Analyse der postnatalen Hodenentwicklung. Hoden–Schnitte von WT
(A bis E) und Clcn2−/− Tieren (F bis J) im Alter von einer, zwei, drei, vier und zehn Wochen.
Die normale Entwicklung hin zur vo¨llig ausgereiften Spermatogenese ist bei Clcn2−/− Tieren
gesto¨rt. Zwei Wochen nach der Geburt war das Keimepithel in Clcn2−/− Ma¨usen im Vergleich
zu WT Tieren vera¨ndert (G), es entwickelte sich kein Lumen. Ansammlungen von degenerierten
Spermatozyten (Pfeil) waren bei Clcn2−/− Tieren im Alter von drei und vier Wochen zu sehen
(H und I). In der weiteren Entwicklung verschwanden die Spermatozyten und auch die Sperma-
togonien. Zehn Wochen nach der Geburt waren die Tubuli vollsta¨ndig mit morphologisch stark
vera¨nderten Sertoli–Zellen ausgefu¨llt (J). (Diese Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit mit Prof.
A. Holstein, Anatomisches Institut, Universita¨t Hamburg erhoben.)
gebildet. Es waren Keimzellen in allen Reifestadien vorhanden (Abb. 5.15 E). Die Spermien
waren gut zu erkennen. Das Keimepithel der Clcn2−/− Tiere war dagegen vo¨llig degeneriert
und der Durchmesser der Tubuli seminiferi stark verkleinert. Die Tubuli waren ausschließlich
mit morphologisch vera¨nderten Sertoli–Zellen ausgefu¨llt, deren apikale Fortsa¨tze sich parallel
aneinander gelagert hatten. Es waren keine Keimzellen mehr vorhanden (Abb. 5.15 J).
Zusammenfassend ergab die histologische Analyse, daß Clcn2−/− Tiere eine Degeneration
der Keimzellen aufwies, die in der zweiten Woche nach der Geburt begann. Die Keimzellen der
Clcn2−/− Tiere erreichten nur das Stadium der Spermatozyten I. Durch elektronenmikrosko-
pische Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß die Spermatozyten I noch synaptonemale
Komplexe bildeten. Danach ballten sie sich zu Riesenzellen zusammen und starben ab.
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5.3.4 Untergang der Keimzellen und Leydig–Zell–Hyperplasie
Um die Entwicklung der Keimzellen weiter zu verfolgen, wurde ein Antiko¨rper gegen das
keimzellspezifische nuklea¨re Antigen (Germ cell specific nuclear antigen, GCNA1) (Enders
und May, 1994) verwendet. Es wird in Spermatogonien und fru¨hen Spermatozyten exprimiert.
Die Expression nimmt in reiferen Keimzellen ab und ist in Spermatiden nicht nachzuweisen.
In zwei Wochen alten Clcn2−/− Tieren war sowohl die Anzahl als auch die Verteilung von
Keimzellen vergleichbar mit Clcn2+/− Tieren (Abb. 5.16 A und F). Die Keimzellen waren
in einem breiten Band am Rand der Tubuli zu finden. Im Alter von drei Wochen war die
Anzahl an GCNA1–positiven Zellen im Vergleich zu Clcn2+/− Tieren deutlich reduziert. In
einigen Tubuli waren kaum noch Keimzellen vorhanden. In WT Tieren sind die GCNA1
positiven Keimzellen ringfo¨rmig am Rand der Tubuli angeordnet, wobei im Tubulusinneren
keine GCNA1–positiven Zellen zu finden waren (Abb. 5.16 B und G). Diese Entwicklung
setzte sich weiter fort. In vier Wochen alten Tieren konnten nur noch vereinzelte GCNA1–
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Abb. 5.16: Die Entwicklung der Keimzelldegeneration wurden mit dem GCNA1 Antiko¨rper ver-
folgt. In +/- Tieren war die Entwicklung des Keimepithels gut zu erkennen (A bis D). Die GCNA1
positiven Zellen ordneten sich wa¨hrend der Hodenentwicklung ringfo¨rmig am Rand der Tubuli
an. Wa¨hrend bei zwei Wochen alten Tieren fast kein Unterschied zwischen den beiden Genotypen
zu erkennen war (A und F), war in den folgenden Wochen eine fortschreitende Degeneration der
Keimzellen in -/- Tieren (F bis I) zu beobachten. Im Alter von sechs Wochen waren diese nicht
mehr nachzuweisen I). Neben der Degeneration der Keimzellen war eine Leydig–Zellen Hyper-
plasie in Clcn2−/− Tieren zu beobachten. Die Leydig–Zellen wurden mit eine Antiko¨rper gegen
Zytochrom P450 gefa¨rbt. In den Hoden der +/- Tiere waren nur kleine Bereiche zwischen den Tu-
buli mit Leydig–Zellen gefu¨llt (E). In -/- Tieren dagegen waren gro¨ßere Bereiche von Leydig–Zellen
vorhanden (J).
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positive Zellen gefunden werden (Abb. 5.16 H), wa¨hrend in +/- Tieren GCNA1 positive Zellen
am Rand aller Tubuli vorhanden waren (Abb. 5.16 C). Im Alter von sechs Wochen war die
Entwicklung des Hodens in +/- Tieren abgeschlossen; man konnte Keimzellen in fru¨hen Rei-
festadien in allen Tubuli finden (Abb. 5.16 D). Dagegen waren in den Tubuli der Clcn2−/−
Tiere keine GCNA1–positiven Zellen mehr nachzuweisen (Abb. 5.16 H). Neben den beschrie-
benen Vera¨nderungen in den Tubuli seminiferi von Clcn2−/− Ma¨nnchen wiesen diese noch
eine Leydig–Zell–Hyperplasie auf. Unter einer Hyperplasie versteht man die Vermehrung einer
spezifischen Zellart. Mit einem Antiko¨rper gegen Zytochrom P450 wurden die Leydig–Zellen
spezifisch gefa¨rbt (Abb. 5.16 E und J). In Clcn2−/− Tieren waren deutlich mehr Leydig–Zellen
zwischen den Tubuli zu erkennen. Dieses Pha¨nomen tritt ha¨ufig bei Sto¨rungen in der Hoden-
entwicklung auf. Es war schwierig zu entscheiden, ob es sich um eine relative oder absolute
Hyperplasie handelte, da auf der einen Seite die Tubuli aufgrund des fehlenden Lumens weni-
ger Raum einnahmen und auf der anderen Seite das Volumen des gesamten Hoden deutlich
verringert war.
5.3.5 Expression von Genen wa¨hrend der Spermatogenese
Die histologischen Untersuchungen legten die Vermutung nahe, daß in Clcn2−/− Tieren die
Keimzellen nicht das Stadium der Spermatozyten II erreichen. Um den Endpunkt der Keim-
zellentwicklung in Clcn2−/− Tieren genauer beurteilen zu ko¨nnen, wurde die Expression
verschiedener wa¨hrend der Spermatogenese exprimierter Gene durch eine Northern–Analyse
untersucht. Dazu wurden Sonden fu¨r Protamin 1, das keimzellspezifischen Zyklin Ccna1 und
Proacrosin–Bindeprotein durch RT–PCR kloniert. Um den Zeitverlauf der Expression untersu-
chen zu ko¨nnen wurde von zwei, drei, vier und sechs Wochen alten Clcn2+/− und Clcn2−/−
Tieren gesamt RNA aus Hoden isoliert.
Die cRNA fu¨r Protamin 1 wird in postmeiotischen runden Spermatiden transkribiert, wo-
bei die Proteinexpression erst spa¨ter stattfindet (Kleene et al., 1984). Die ersten Prm1 Transkrip-
te konnten drei Wochen nach der Geburt in +/- Tieren nachgewiesen werden. Mit der weiteren
Keimzellreifung nahm die Menge an Transkripten weiter zu. In Clcn2−/− Tieren konnte zu
keinem Zeitpunkt Transkripte fu¨r Prm1 nachgewiesen werden (Abb. 5.17). Das keimzellspezi-
fische Zyklin (Ccna1 ) wird in pachyta¨nen Spermatozyten exprimiert. Seine Expression ist in
Ma¨usen auf die Keimzellen beschra¨nkt (Sweeney et al., 1996). Es ist fu¨r den U¨bergang in die
erste mitotische Teilung notwendig. Knockout Ma¨use fu¨r Ccna1 (Ccna1−/−) sind infertil, da
die Keimzellreifung vor der ersten mitotische Teilung endet. Weibliche Ccna1−/− Tiere sind
normal fruchtbar. (Liu et al., 1998). Ccna1 Transkripte wurde ab der dritten Woche nach
der Geburt in Clcn2+/− Tieren nachgewiesen, konnte in Clcn2−/− Tieren jedoch zu keinem
Zeitpunkt die Expression von Ccna1−/− nachgewiesen werden (Abb. 5.17). Das Proacrosin–
Bindeprotein (Pbp) wird wie Ccna1 in pachyta¨nen Spermatozyten gebildet (Nantel et al., 1996);
auch hier konnten keine Transkripte in Clcn2−/− Tieren nachgewiesen werden (Abb. 5.17).
Diese Ergebnisse aus der Northern–Analyse waren konsistent mit den histologischen Da-
ten. In Clcn2−/− Tieren erreichten die Keimzellen nur das Stadium der Spermatozyten I.
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Abb. 5.17: Expression von Keimzellmarkern in Clcn2+/− und Clcn2−/− Tieren wa¨hrend der
Entwicklung. Es wurde im Northern Blot (≈ 10µg RNA pro Spur) die Expression von Proacro-
sin Binde Protein (PbP ), ein Keimzell spezifisches Zyklin (Ccna1 ) und Protamin 1 (Prm1 ) zu
den Zeitpunkten zwei, drei, vier und sechs Wochen nach Geburt untersucht. Die Ladekontrolle
GAPDH zeigt, daß in den Spuren von vier und sechs Wochen alten Clcn2+/− Tieren etwas we-
niger RNA geladen wurde, das erkl¨art die etwas schwa¨cheren Banden in diesen Spuren. Keiner
dieser Marker wurde in der Hoden–RNA von Clcn2−/− Tieren gefunden.
Zusa¨tzlich konnte in der Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden, daß sie synaptonemale
Komplexe bildeten.
5.3.6 Elektrophysiologie an Sertoli– und Leydig–Zellen
Prinzipiell kommen drei Zelltypen als Ursache fu¨r die Infertilita¨t in Frage. Die Keimzellen
selbst ko¨nnen gescha¨digt sein und daher absterben, die Sertoli–Zellen, die die Keimzellen ver-
sorgen, ko¨nnen in ihrer Funktion beeintra¨chtigt sein. Es ist auch denkbar, daß die Testosteron
produzierenden Leydig–Zellen nicht in der Lage sind, ihre Funktion aufrechtzuerhalten.
Durch die histologischen Untersuchungen kommen besonders die Sertoli–Zellen als Ursa-
che fu¨r die Infertilita¨t in Betracht. Um die Funktion von ClC–2 im Hoden zu verstehen, war es
wichtig herauszufinden, ob ClC–2 in Sertoli– und Leydig–Zellen funktionell exprimiert wird.
In Sertoli–Zellen ko¨nnte ClC–2 am transepithelialen Transport beteiligt sein. Von Noulin und
Mitarbeiten wird ein hyperpolarisationsaktivierter Chloridstrom in Leydig–Zellen beschrieben,
der an der Regulation der Testosteronsekretion beteiligt sein soll (Noulin und Joffre, 1993;
Noulin et al., 1996) (siehe auch Abschnitt 6.4.2.3).
Mit der patch clamp Methode wurde untersucht, ob Leydig– und Sertoli–Zellen eine hy-
perpolarisationsaktivierte Chloridleitfa¨higkeit besitzen. Durch den Vergleich mit Zellen aus
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Abb. 5.18: Einwa¨rtsgleichrichtende Chloridstro¨me in Leydig und Sertoli–Zellen werden durch
ClC–2 vermittelt. In Leydig–Zellen von Clcn2+/+ Tieren war ein hyperpolarisationsaktivierter
Chloridstrom zu messen (A), das gleiche galt fu¨r Sertoli–Zellen (B). Dieser fehlte sowohl in Leydig–
Zellen (C), als auch in Sertoli–Zellen (D) von Clcn2−/− Tieren. Das Inset in der Mitte zeigt das
verwendete Pulsprotokoll.
Clcn2−/− Tieren, konnte u¨berpru¨ft werden, ob eine solche Leitfa¨higkeit auf ClC–2 zuru¨ckzu-
fu¨hren ist.
Fu¨r die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden Leydig– und Sertoli–Zellen von
Clcn2−/− Tieren und Clcn2+/+ Tieren isoliert. Dazu wurde die Hodenkapsel geo¨ffnet und
die Zellen vorsichtig durch Einsaugen in eine Pipette dissoziiert. Die Tubuli wurden in einem
feinen Netz von den anderen Zellen getrennt. Diese Zellsuspension wurde dann auf einen
kontinuierlichen Percoll–Gradienten geladen, und nach 30 Minuten Zentrifugation hatten sich
die Leydig–Zellen in einer Bande oberhalb der Erythrozyten gesammelt. Danach konnten
die Leydig–Zellen fu¨r zwei bis drei Tage bei 37◦C in Kultur gehalten werden (Schumacher
et al., 1978). Die Sertoli–Zellen wurden durch Verdau der Tubuli isoliert. Dazu wurden
die gefilterten Tubuli fu¨r 30 Minuten bei 32◦C in einem Medium mit 0,03% Kollagenase /
Dispase geschu¨ttelt. Durch vorsichtige Zentrifugation wurden die Sertoli–Zellen aufgereinigt
(Gorczynska et al., 1994) und konnten danach zwei bis drei Tage bei 32◦C in Kultur gehalten
werden.
In patch–clamp Messungen wurden sowohl in Leydig– als auch in Sertoli–Zellen von
Clcn2+/+ und Clcn2+/− Tieren ein hyperpolarisationsaktivierter Strom beobachtet (n = 15)
(Abb. 5.18 A und C). Bad– und Pipettenlo¨sung enthielten gleiche Chloridkonzentrationen.
Um Kationenstro¨me zu blockieren, enthielt die Pipette Ca¨sium. Die Zellmembran wurde fu¨r
2,5 Sekunden auf Spannungen von +40mV bis -120mV geklemmt, nach jedem Puls folgte ein
Testpuls von 0,5 Sekunden und +40mV. Zwischen den Pulsen wurde die Zellemembran auf
einem Haltepotential von 0mV geklemmt (siehe Abb. 5.18). Dies entspricht dem Standard-
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protokoll fu¨r ClC–2. Die Kinetik der gemessenen Stro¨me stimmte mit der in heterologen
Expressionssystemen gemessenen Kinetik u¨berein (siehe Abb. 2.2). Charakteristisch fu¨r einen
ClC–2 Strom ist die langsame Aktivierung bei Membranpotentialen negativer als -40mV. Die
unterschiedliche Kinetik zu Beginn der Pulse beobachtet man auch bei transfizierten Zellen.
Die gemessenen Stro¨me hatten eine Ionenselektivita¨t von Cl− > Br− > I− (Daten nicht
gezeigt). Diese Ionenselektivita¨t unterscheidet ClC–2 von anderen hyperpolarisationsaktivier-
ten Stro¨men. In Abschnitt 2.2.1.3 sind die elektrophysiologischen Eigenschaften von ClC–2
ausfu¨hrlich dargestellt. Da weder in Leydig– noch in Sertoli–Zellen von Clcn2−/− Tieren ein
hyperpolarisationsaktivierter Chloridstrom gemessen wurde, sind die in Kontrolltieren gemes-
senen Stro¨me eindeutig auf ClC–2 zuru¨ckzufu¨hren.
5.3.7 Hormone
Wie schon erwa¨hnt wird von Noulin und Mitarbeiten ein hyperpolarisationsaktivierter Chlo-
ridstrom in Leydig–Zellen beschrieben, der an der Regulation der Testosteronsekretion beteiligt
sein soll (Noulin und Joffre, 1993; Noulin et al., 1996). In Leydig–Zellen konnte ClC–2 funk-
tionell nachgewiesen werden.
Fu¨r die Degeneration der Keimzellen kam auch eine hormonelle Dysfunktion als Ursache
in Frage, daher wurde die Hormonproduktion der Tiere untersucht. Fu¨r die Keimzellreifung
ist das von den Leydig–Zellen gebildete Testosteron besonders wichtig. Da Testosteron von
den Leydig–Zellen aus Progesteron gebildet wird, wurden beide Hormone untersucht. Als
nicht androgenes Steroidhormon wurde zusa¨tzlich Corticosteron untersucht. Es wird in der
Nebenniere gebildet. Von der Hypophyse werden die fu¨r die Fortpflanzung wichtigen Hor-
mone LH (luteinisierendes Hormon) und FSH (follikelstiumulierendes Hormon) gebildet. LH
regt die Produktion von Testosteron an. FSH hat bei ma¨nnlichen Tieren wahrscheinlich kei-
ne Wirkung. Um die Hormonwerte im Serum zu untersuchen, wurde zehn Ma¨nnchen und
Weibchen jeden Genotyps Blut entnommen. Die Tiere waren zwischen vier und fu¨nf Wochen
alt. Um eine tagesabha¨ngige Schwankung der Hormone auszuschließen, wurde das Blut immer
zwischen 10:00 Uhr und 11:00 Uhr abgenommen. Die entsprechenden Werte sind in Tabelle
5.1 dargestellt. Als Fehler ist der Standardfehler angegeben. Die Serumwerte der Hormone
zeigen eine große Schwankung, daher ergab die weitere statistische Analyse keine signifikanten
Unterschiede (t–Test: P > 10%) der Hormone zwischen den einzelnen Genotypen, auch wenn
die Mittelwerte sich unterscheiden.
Aus der Literatur war bekannt, daß die durch das LH induzierte Testosteronsekretion
von Leydig–Zellen unter anderem durch Chloridkanal Inhibitoren beeinflußt wird (Choi und
Cooke, 1990). Es wurde spekuliert, daß ein hyperpolarisationsaktivierter Chloridstrom in
Leydig–Zellen eine wichtige Role in der Signalu¨bertragung, die zur Testosteron Sekretion fu¨hrt,
spielt (Noulin und Joffre, 1993). Dies ist in der Diskussion ausfu¨hrlich dargestellt (Abschnitt
6.4.2.3). Durch elektrophysiologische Messungen konnte gezeigt werden, daß es in Leydig–
Zellen einen hyperpolarisationsaktivierten Chloridstrom gibt, der durch ClC–2 vermittelt wird
(Abb. 5.18). Neben den Serumwerten (Tab. 5.1) wurde auch die Testosteron Sekretion an iso-
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Hormon +/+ +/- -/-
Testosteron bei Ma¨nnchen 6,9 ± 2,3 6,1 ± 1,8 3,5 ± 1,0
Progesteron bei Ma¨nnchen 4,8 ± 1,2 1,7 ± 0,5 2,9 ± 0,7
Corticosteron bei Ma¨nnchen 213 ± 36 126 ± 34 326 ± 60
LH 66,5 ± 7,7 (9) 63,7 ± 5,1 (14) 82,1 ± 6,3 (19)
FSH 1,1 ± 0,5 (9) 1,4 ± 0,3 (14) 0,8 ± 0,2 (19)
Testosteron bei Weibchen < 0,1 0,1 ± 0,4 0,1 ± 0,3
Corticosteron bei Weibchen 149 ± 38 212 ± 22 271 ± 62
Tabelle 5.1: Hormonwerte von drei bis vier Wochen alten Tieren. Testosteron, Progesteron und
Corticosteron wurde bei je 10 Tieren bestimmt. Alle Werte zeigten keine signifikanten Unterschie-
de. Testosteron war bei Weibchen an der Nachweisgrenze. Alle Werte sind in ng/ml angegeben.
Die Hormone wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Mukhopadyay, Institut fu¨r Hormonforschung,
Hamburg gemessen.
lierten Leydig-Zellen untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Choriongonadotropin (Human
Chorionic Gonadotropin, HCG) oder 8–bromo–cAMP stimuliert und der Testosterongehalt
im U¨berstand mittels eines Radio–Immun Assays bestimmt. Auch hier war kein Unterschied
zwischen Clcn2−/− und Clcn2+/+ Tieren festzustellen.
5.3.8 Lokalisation von ClC–2 im Hoden
Um die Funktion von ClC–2 im Hoden genauer eingrenzen zu ko¨nnen, wurde die Lokalisation
von ClC–2 wurde mit einem Antiko¨rper untersucht. Dazu wurden Hoden fixiert, in Paraffin
eingebettet und 10µm dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden mit einem spezifischen
Antiko¨rper gegen ClC–2 inkubiert. Im na¨chsten Schritt wurden die Schnitte mit einem Biotin
gekoppleten Sekunda¨rantiko¨per gegen inkubiert. Dann wird ein Avidin–Enzymkomplex hin-
zugegeben. Im letzten Schritt wird dieser Komplex mit einem Substrat fu¨r das Enyzm sichtbar
gemacht (Hsu et al., 1983).
In Hoden von zwei Wochen alten Wildtyp Tieren wurde ClC–2 in allen Tubuli nachge-
wiesen (Abb. 5.19 A). Da in gleichalten Clcn2−/− Tieren kein Signal zu erkennen war, ist die
Fa¨rbung spezifisch fu¨r ClC–2 (Abb. 5.19 B).
In adulten Wildtyp Tieren konnte ClC–2 nur innerhalb der Tubuli in a¨ußeren Bereich
des Keimepithels gefunden werden (Abb. 5.19 C). In einer sta¨rkeren Vergro¨ßerung war zu
erkennen, daß ClC–2 in der Plasmamembran von Sertoli-Zellen exprimiert wird. Er konnte
an den Kontaktstellen von Sertoli–Zellen und Spermatozyten lokalisiert werden (Abb. 5.19
D). Das Protein wurde sowohl basal als auch adluminal der Blut–Hodenschranke nachgewie-
sen. Durch die Lokalisation in der Na¨he der Keimzellen, ist anzunehmen, daß ClC–2 in der
Ionenhomo¨ostase der schmalen Spalten zwischen Sertoli–Zellen und Keimzellen eine Rolle
spielt. Ebenso ko¨nnte ClC–2 an der Sezernierung der Tubulusflu¨ssigkeit beteiligt sein. Im
Gegensatz zu den elektrophysiologischen Daten konnte in Leydig–Zellen kein Signal nachge-
63
5 Ergebnisse
A
C D
B
25µm
50µm 100µm
Abb. 5.19: Lokalisation von ClC–2 innerhalb des Hodens. Im zwei Wochen alten +/+ Tier wurde
ClC–2 innerhalb der Tubuli gefunden (A), in gleichalten -/- Tieren war kein ClC–2 vorhanden
(B). In adulten +/+ Tieren war ClC–2 am Rand der Tubuli zu finden (C), dabei konnte ClC–
2 in der Plasmamembran von Sertoli–Zellen nachgewiesen werden (D). Im Gegensatz zu den
elektrophysiologischen Messungen wurde keine ClC–2 Expression in Leydig–Zellen gefunden.
wiesen werden, was eine niedrigere Expression oder gleichma¨ßigere Verteilung des Proteins in
Leydig–Zellen vermuten ließ.
5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse
Die Analysen der Mausmodelle fu¨r KCC2 und ClC–2 haben zu folgenden Erkenntnissen
gefu¨hrt:
• KCC2 ist an der Regulation der intrazellul¨aren Chloridkonzentration in Neuronen be-
teiligt.
• Funktionelle Messungen an Motoneuronen zeigen, daß diese in Kcc2−/− Tieren u¨ber-
erregbar sind.
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• KCC2 wird in Dendriten exprimiert und konnte nicht in Axonen nachgewiesen werden.
Die Expression in der Na¨he inhibitorischer Synapsen unterstreicht die Rolle von KCC2
in der inhibitorischen synaptischen U¨bertragung.
• Entgegen der Vermutung spielt ClC–2 keine wesentliche Rolle in der Regulation der
intrazellul¨aren Chloridkonzentration in Neuronen.
• Der Verlust von ClC–2 fu¨hrt zu einer vollsta¨ndigen Degeneration der Keimzellen.
• Keimzellen erreichen nur fru¨he Stadien der Spermatozyten I.
• Keimzelldegeneration hat keine hormonelle Ursache.
• ClC–2 konnte in der Membran von Sertoli–Zellen lokalisiert werden.
• patch clamp Messungen an Sertoli–Zellen zeigen, daß ClC–2 dort funktionell exprimiert
wird.
• Eine Funktion von ClC–2 in der Lungen– und Nierenentwicklung konnte nicht besta¨tigt
werden, ClC–2 spielt auch fu¨r die Magensa¨uresekretion keine Rolle.
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6.1 Analyse physiologischer Mechanismen durch Mausmodelle
Die grundlegende Frage biologischer und physiologischer Forschung ist: Was ist die Funktion
eines Proteins im Organismus? In den letzten Jahren sind immer mehr Proteine kloniert wor-
den, und inzwischen ist es gelungen, das gesamte Genom des Menschen zu sequenzieren. Dies
ist jedoch nur der erste Schritt in dem Versta¨ndnis physiologische Prozesse auf molekularer
Ebene. In vielen Fa¨llen ist die Funktion von Genprodukten nur im Detail bekannt. Durch
Experimente mit transfizierten Zellen kann man die Funktionsweise der Proteine studieren.
Insbesondere lassen sich Ionenkana¨le gut funktionell untersuchen, da sie durch den Transport
von Ladungen einen meßbaren Strom erzeugen. Durch Mutationen kann man auf zellul¨arer
Ebene einen Einblick in die Funktion des Proteins gewinnen. Es ist damit mo¨glich, Struktur–
Funktions Beziehungen aufzukl¨aren. Durch verschiedene zellbiologische Methoden gewinnt
man zusa¨tzliche Erkenntnisse u¨ber ihre subzellul¨are Lokalisation. Außerdem ist es mo¨glich
zu untersuchen, in welchen Organen das Protein vorkommt. Die Information, in welchen
Geweben diese Genprodukte eine wichtige physiologische Funktion besitzen, fehlt jedoch.
Die Funktion eines Proteins im Organismus kann untersucht werden, wenn man das Pro-
tein entfernt. Man findet in der Natur Organismen, in denen die Geninformation vera¨ndert
oder zersto¨rt ist. Solche A¨nderungen in der DNA–Sequenz nennt manMutationen ; sie ko¨nnen
zu einem Verlust des kodierten Proteins fu¨hren oder seine Struktur und Funktion vera¨ndern.
Die betroffenen Organismen, sogenannte Mutanten, unterscheiden sich im Verhalten, der
a¨ußeren Erscheinung, der Physiologie oder anderen Eigenschaften von dem normalen, Nicht–
Mutanten, Organismus. Man kann durch Vergleich spezifischer DNA–Sequenzen, die anor-
malen Eigenschaften mit einem Unterschied in der Expression, Struktur oder Funktion eines
Proteins korrelieren. Andererseits kann man aber auch spezifische Mutationen in klonierte
Gene einfu¨gen, um dann das Genom in Organismen, beispielsweise Hefen oder Ma¨usen, zu
vera¨ndern und so die Funktion eines bestimmten, bekannten Gens untersuchen. In Abbildung
6.1 sind die beiden Wege zur Analyse der physiologischen Funktion eines Protein schematisch
dargestellt.
Allein aus den Expressionsmustern und den funktionellen Erkenntnissen ist es ha¨ufig
schwierig, wenn nicht unmo¨glich, auf die Funktion eines Protein zu schließen. Insbesondere
die Knockout Technologie in der Maus hat in den letzten Jahren die Mo¨glichkeit ero¨ffnet, die
Funktionsweise bekannter Proteine im physiologischen Zusammenhang zu untersuchen. Die
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Abb. 6.1: Das Flußdiagramm faßt zwei verschiedene Ansa¨tze zur Kl¨arung der Funktion eines
speziellen Proteins zusammen. A, Mutationen die Vera¨nderungen in der Struktur oder Funkti-
on eines Proteins hervorrufen, ko¨nnen zu Defekten in Organismen fu¨hren. Mit verschiedenen
genetischen Ansa¨tzen kann man die entsprechende, fehlerhafte DNA isolieren und dann das zu-
geho¨rige Protein untersuchen. B, Im anderen Fall geht man von einem Protein aus und kloniert
die entsprechende DNA–Sequenz. In dieser kann man nun Vera¨nderungen vornehmen und dann
in Organismen einfu¨hren. (Nach Molecular Cell Biology, Herausgeber Harvey Lodish)
Knockout–Technologie ist na¨her in Abschnitt 2.5 beschrieben. Aus dem Pha¨notyp der Knock-
out Maus zeigt sich, in welchen Organen das Protein eine wichtige Rolle spielt. In einigen
Fa¨llen fu¨hrt jedoch das Vera¨ndern des Genoms nicht notwendigerweise zu einem Pha¨notyp.
Mo¨glicherweise ist die Funktion des Protein nicht unbedingt notwendig oder limitierend.
Manche Proteine ko¨nnen u¨berlappende Funktionen haben, so daß die Funktion eines Proteins
durch ein anderes u¨bernommen werden kann. Beispielsweise zeigt der Knockout fu¨r Myoglo-
bin u¨berraschenderweise keine wesentlichen Vera¨nderungen. Myoglobin ist ein zytoplasmati-
sches Protein, daß in Kardiomyozyten und in sauerstoffabha¨ngig arbeitenden Skelettmuskel-
zellen gebildet wird und dort fu¨r den Transport von Sauerstoff in die Mitochondrien sorgt.
Die Myoglobin Knockout Tiere zeigten jedoch eine vergleichbare Ausdauer bei ko¨rperlichen
Anstrengungen. In isolierten Herz– und Muskelpra¨paraten wurde kein Unterschied in der
Muskelkontraktion im Vergleich zu Kontrolltieren beobachtet. Daher wird angenommen, daß
die Funktion von Myoglobin nicht der Transport von Sauerstoff in die Mitochondrien ist
oder sein Funktion durch andere Proteine u¨bernommen wird (Garry et al., 2000). Dies Bei-
spiel zeigt, daß man die physiologische Funktion eines Proteins nur im Zusammenhang im
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Organismus untersuchen kann, da nur hier alle Faktoren vorhanden sind, die die tatsa¨chliche
Funktion der untersuchten Proteins beeinflussen.
6.1.1 Bedeutung von Chloridtransportprozessen
Chloridionen spielen in vielen physiologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Da Chlorid
das ha¨ufigste Anion in Sa¨ugerzellen ist, erfu¨llt es wichtige physiologische Funktionen, zum
Beispiel die Stabilisierung des Membranpotentials in erregbaren Zellen wie Neuronen und
Muskelzellen (z. B. ClC-1) (Steinmeyer et al., 1991b) oder ist selbst an der Signaltransduktion
beteiligt. Weiterhin spielt es eine wichtige Rolle bei der pH-Wert- und Volumenregulation, und
hat eine wichtige Funktion fu¨r den transepithelialen Transport. In Neuronen vermittelt es die
synaptische Inhibition.
Es gibt einige menschliche Erbkrankheiten, die auf einen Defekt der Chloridhomo¨ostaste
zuru¨ckzufu¨hren sind. Am weitesten verbreitet unter Mitteleuropa¨ern ist die Zystische Fibrose
(CF). Der Funktionsverlust von CFTR fu¨hrt zu einer gesto¨rten epithelialen Chloridsekreti-
on, wobei hauptsa¨chlich die Lunge betroffen ist (Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989).
Die kongenitale Myotonie ist auf einen Defekt im CLCN1 zuru¨ckzufu¨hren. Er ist an der
Repolarisation der Muskelzellen beteiligt und stabilisiert das Membranpotenial (Koch et al.,
1992). Ebenso sind verschiedene Nierenerkrankungen auf Dysfunktionen im Chloridtransport
zuru¨ckzufu¨hren. Die Dent’sche Krankheit wird durch eine Mutation in CLCN5 verursacht
(Lloyd et al., 1996). Das Bartter–Syndroms wird durch Mutationen in verschiedenen Genen,
die fu¨r Chloridtransporter kodieren, verursacht: CLCN–KB, ebenfalls ein CLC–Chloridkanal,
(Simon et al., 1997) und SCL12A1, dem Gen fu¨r den Na+–K+–2Cl−Kotransporter (Simon
et al., 1996a). In Mausmodellen fu¨r NKCC1 wurde gezeigt, daß ein Verlust der Funktion die-
ses Transporters zu einer schweren Innenohrdegeneration (Delpire et al., 1999) und ma¨nnlicher
Unfruchtbarkeit (Pace et al., 2000) fu¨hrt. Eine besondere Rolle spielt die Chloridhomo¨ostase
in Neuronen. Wa¨hrend der Entwicklung vera¨ndert sich die intrazellul¨are Chloridkonzentra-
tion und bestimmt, ob GABAerge und glyzinerge Synapsen exzitatorisch oder inhibitorisch
wirken (Cherubini et al., 1991) (siehe Abschnitt 2.4).
6.1.2 In dieser Arbeit untersuchte Chloridtransporter
Sowohl von ClC–2 als auch von KCC2 ist erwartet worden, daß sie an der Regulation der in-
traneuronalen Chloridkonzentration beteiligt sind. Fu¨r die Untersuchung der physiologischen
Bedeutung dieser beiden Chloridtransporter wurden in unserer Arbeitsgruppe Knockout Maus-
modelle hergestellt (Bo¨sl et al., 2000; Hu¨bner et al., 2000).
Smith und Mitarbeiter zeigen in hippokampalen Pyramidenzellen eine spannungsaktivier-
te Chloridleitfa¨higkeit, die eine wichtige Rolle in der Modulation der neuronalen Inhibition
durch GABA spielt (Smith et al., 1995). Diese Chloridleitfa¨higkeit hat die gleichen Aktivie-
rungseigenschaften wie ClC–2. ClC–2 wurde in den gleichen Neuronen, in denen die Chlorid-
leitfa¨higkeit gemessen wurde, nachgewiesen. Von diesen Beobachtungen ausgehend erwartete
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man, daß ClC–2 die molekulare Basis fu¨r einen Chloridkanal ist, der an der Regulation der
Chloridkonzentration in Neuronen beteiligt ist (Smith et al., 1995; Staley et al., 1996). Au-
ßerdem war schon lange die Beteiligung eines Chlorid–Kotransporters an der Regulation der
intrazellul¨aren Chloridkonzentration postuliert worden (Misgeld et al., 1986; Kaila, 1994). Der
ausschließlich neuronal exprimierte Kalium–Chlorid Kotransporter KCC2 (Payne et al., 1996)
war daher ebenfalls ein guter Kandidat, an der Regelung der intrazellul¨aren Chloridkonzentra-
tion beteiligt zu sein.
Die Analyse der Kcc2−/− Maus zeigte, daß KCC2 an der Regulation der intrazellul¨aren
Chloridkonzentration in Neuronen beteiligt ist. Dies war von ClC–2 war ebenfalls erwartet
worden, die Clcn2−/− Tiere zeigten jedoch keinen auffa¨lligen neuronalen Pha¨notyp. Die Infer-
tilita¨t der Clcn2−/− Tiere l¨aßt vermuten, daß ClC–2 am transepithelialen Transport beteiligt
ist.
In der Diskussion wird zuna¨chst auf die Analyse des KCC2 Knockout eingegangen und
die Bedeutung von Chloridtransportprozessen in Neuronen diskutiert. Im folgenden wird
der ClC–2 Knockout na¨her besprochen, dabei steht die Analyse der Hodendegeneration im
Vordergrund.
6.2 Analyse des KCC2 Knockouts
In dieser Arbeit wurde gezeigt, daß KCC2 an der Regulation der intraneuronalen Chlorid-
konzentration beteiligt ist und dadurch die synaptische Inhibition durch GABA und Glyzin
beeinflußt. In Motoneuronen von neonatalen Kcc2−/− Tieren konnten durch GABA Aktions-
potentiale ausgelo¨st werden, wa¨hrend in Kontrolltieren GABA das Auslo¨sen von Aktionspo-
tentialen verhinderte.
Im Unterschied zu beispielsweise Glutamat, das immer exzitatorisch wirkt, a¨ndert sich die
Wirkung von GABA und Glyzin wa¨hrend der Entwicklung von exzitatorisch zu inhibitorisch.
Es wurde schon lange diskutiert, daß ein Chlorid–Kotransporter an der Regulation der intra-
zellul¨aren Chloridkonzentration beteiligt sein muß (Misgeld et al., 1986; Kaila, 1994). Fu¨r die
Regulation kommen mehrere aktive Mechanismen in Frage, der Na+–K+–Cl−(NKCC) und
der K+-Cl− Kotransporter (KCC) und der Na+– abha¨ngige Cl−–HCO−3 Austauscher.
KCC2 wird ausschließlich im Zentralnervensystem exprimiert (Payne et al., 1996) und
koppelt den Transport von Chlorid an den Kaliumgradienten, der durch die Na+–K+-ATPase
erzeugt wird. Wie alle Kalium–Chlorid Kotransporter wird K+ und Cl− im Verha¨ltnis 1:1, elek-
troneutral, aus der Zelle transportiert. Es wurde vermutet, daß KCC2 eine entscheidende Rolle
in der Regulation der intraneuronalen Chloridkonzentration spielt. Antisense–Experimente
an kultivierten Hippokampusneuronen zeigen, daß die Inhibition von KCC2 zu einer Ver-
schiebung des Umkehrpotentials der GABAA–Rezeptor Antwort fu¨hrt (Rivera et al., 1999).
Dies konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal im physiologischen Zusammenhang eines Tieres
gezeigt werden.
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6.2.1 U¨bererregbarkeit der Motoneurone
Die ungewo¨hnliche Haltung der Extremita¨ten und die Tatsache, daß die Kcc2−/− Tiere nur auf
sehr starke mechanische Reize reagierten, legten die Vermutung nahe, daß durch die Deletion
des Kcc2 Gens die Regulation der Motoneurone im Ru¨ckenmark gesto¨rt war. Das Ru¨ckenmark
ist ein komplexes System von Neuronen, die sensorische, motorische und autonome Funktio-
nen haben. Man unterscheidet drei Hauptgruppen von Neuronen im Ru¨ckenmark:
1. Neurone mit Zellko¨rpern außerhalb des Ru¨ckenmarks, deren Axone Informationen an
das Ru¨ckenmark leiten.
2. Neurone, deren Axone das Ru¨ckenmark verlassen und Muskel innervieren, sogenannte
Motoneurone.
3. Neurone, deren Axone ausschließlich im Ru¨ckenmark enden oder in ho¨here Ebenen des
ZNS projizieren, sogenannte Interneurone.
Die zentrale Frage war, ob durch KCC2 die intrazellul¨are Chloridkonzentration wa¨hrend
der Entwicklung beeinflußt wird. In Messungen an Motoneuronen von Kcc2−/− Tieren wur-
de gezeigt, daß die intrazellul¨are Chloridkonzentration in Kcc2−/− Tieren ho¨her war als in
Kontrolltieren. Durch die erho¨hte Chloridkonzentration wird die GABAerge und glyzinerge
synaptische Inhibition gesto¨rt und es kommt zu einer U¨bererregbarkeit der Neuronen (siehe
dazu auch Abschnitt 2.4).
Zuna¨chst wurde untersucht, ob Nerven, die die Extremita¨ten innervieren eine erho¨hte
Aktivita¨t zeigen. An der Steuerung der Antwort der α–Motoneurone auf externe Stimuli sind
verschiedene Interneurone beteiligt. Dies schließt die Renshaw–Zellen, die von reziproken
α–Motoneuronkollateralen aktiviert werden und u¨ber GABAerge und glyzinerge Transmission
auf Motoneurone projizieren, mit ein (Schneider und Fyffe, 1992). Diese Ru¨ckkopplung
wird nach ihrem Entdecker als Renshaw–Hemmung bezeichnet, das betreffende Interneuron
als Renshaw–Zelle. Durch Gruppe Ia (prima¨re) Muskelspindel–Afferenzen sind die Muskeln
direkt u¨ber exzitatorische Synapsen mit α–Motoneuronen verbunden. Daru¨berhinaus sind
viele Interneurone und Motoneurone an der Kontrolle der Bewegung beteiligt. Sie regulieren
die Spannung in den Muskeln und Reflexe auf sensorische Einflu¨ssen.
Um die Inhibition der α–Motoneurone durch die Interneurone in der Kcc2−/− Maus
zu untersuchen, wurde die extrazellul¨are Aktivita¨t des Ischiasnervs abgeleitet. Der Ischiasnerv
entha¨lt zum einen afferente Fasern von propriozeptiven Rezeptoren und efferente Fasern zu
verschiedenen Muskeln der hinteren Extremita¨ten. Messungen am Ischiasnerv zeigten, daß die
Inhibition der Motoneurone in Kcc2−/− Tieren gesto¨rt war (Abschnitt: 5.2.2). Im Gegen-
satz dazu war in Kontrolltieren keine derartige spontane Aktivita¨t zu beobachten. Spontane
Aktionspotentiale beobachtet wurden selten beobachtet.
Ia Afferenzen ko¨nnen aufgrund ihrer niedrigen Reizschwelle selektiv aktiviert werden, da
die afferenten Fasern der Golgi–Sehnenorgane oder die Axone der α–Motoneurone erst mit
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zunehmender Reizsta¨rke stimuliert werden (Lloyd, 1943). Dadurch war es mo¨glich, die rekur-
rente Inhibiton isoliert durch Stimulation und Ableitung an dem selben Nerv zu untersuchen.
In der Kcc2−/− Maus wurde ein polyphasisches Signal beobachtet, daß sich von Stimulation
zu Stimulation vera¨nderte. Teilweise wurde durch die Stimulation eine lang anhaltende (etwa
30 Sekunden) Aktivita¨t beobachtet. Im Gegensatz dazu fand man in Kontrolltieren auf jede
Stimulation die gleiche biphasische Antwort.
Eine erho¨hte Aktivita¨t der Motoneurone, wie sie im Ischiasnerv beobachtet wurde, und
der damit erho¨hte Muskeltonus erkl¨art die abnormale Haltung der Kcc2−/− Tiere (Abb. 5.2).
Die polyphasische Antwort im Ru¨ckenmark der Kcc2−/− Maus kann durch die U¨berlagerung
von asynchronen Aktionspotentialen, die auf den Verlust der GABAergen und glyzinergen
Inhibitorischen Kontrolle der α–Motoneurone zuru¨ckzufu¨hren sind, erkl¨art werden. Wenn
die intrazellul¨are Chloridkonzentration in den Motoneuronen so hoch ist, daß es bei einer
Aktivierung der GABA und Glyzin–Rezeptoren zu einem Ausstrom von Chlorid kommt und
damit zu einer Depolarisation, werden die Motoneurone nicht in ihrer Aktivita¨t gehemmt. Die
erho¨hte spontane Aktivita¨t und die polyphasischen Antworten des Ischiasnervs in Kcc2−/−
Tieren zeigte ein starke A¨hnlichkeit mit Messungen am Ischiasnerv der spastic Maus (Biscoe
und Duchen, 1986). Dies wird Abschnitt 6.2.4 daher na¨her betrachtet.
Aufgrund der Messungen am Ischiasnerv wurden die Reaktion der Motoneurone auf die
inhibitorischen Neurotransmitter GABA und Glyzin untersucht. Da die intrazellul¨are Chlorid-
konzentration durch die Messung nicht beeinflußt werden durfte, wurde mit der perforated–
patch Methode gemessen (siehe Abschnitt 5.2.3).
In Messungen, in denen die neuronale Aktivita¨t durch TTX blockiert wurde, konnte gezeigt
werden, daß Neuronen von Kcc2−/− Tieren signifikant sta¨rker depolarisierten als die von Kon-
trolltieren (Abschnitt: 5.2.3). In Kcc2−/− Tieren war die intrazellul¨are Chloridkonzentration
damit deutlich ho¨her als in Kontrolltieren. Dies besta¨tigt die Vermutung, daß durch KCC2 die
intrazellul¨are Chloridkonzentration reguliert wird. Die Werte fu¨r Kontrolltiere stimmen gut
mit Werten fu¨r neonatale Ratten u¨berein (Wu et al., 1992); fu¨r die Maus sind in der Literatur
keine Werte zu finden.
In Messungen, bei denen die neuronale Aktivita¨t nicht durch TTX blockiert wurde, wurde
beobachtet, daß GABA in Neuronen von Kontrolltieren die Generierung von Aktionspotentia-
len unterdru¨ckte und in Motoneuronen von Kcc2−/− Tieren in der Lage war, Aktionspoten-
tiale auszulo¨sen (Abb. 5.7 B). In Kontrolltieren hatten GABA und Glyzin ihre inhibitorische
Wirkung schon erreicht, was offensichtlich fu¨r die Kontrolle der Motorik von entscheiden-
der Bedeutung ist. Die ho¨here intrazellul¨are Chloridkonzentration in Motoneuronen von
Kcc2−/− Tieren und das Auslo¨sen von Aktionspotentialen durch GABA erkl¨art die in den
Messungen am Ischiasnerv beobachteten Unterschiede in der rekurrenten Inhibition.
Obwohl die Neurone in Kontrolltieren in Gegenwart von GABA und Glyzin depolarisier-
ten, wirkten diese Neurotransmitter inhibitorisch. Dies kann durch die starke Zunahme der
Membranleitfa¨higkeit erkl¨art werden. Durch die Zunahme der Chloridleitfa¨higkeit werden
einwa¨rtsgerichtete, exzitatorische Stro¨me kurzgeschlossen, so daß es nicht zu einer weiteren
Depolarisation kommt und Aktionspotentiale ausgelo¨st werden ko¨nnen (Gao und Ziskind-
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Conhaim, 1995). Eine weitere Mo¨glichkeit fu¨r die verringerte Erregbarkeit ist die Inaktivierung
der spannungsgesteuerten Natriumkana¨le wa¨hrend der Depolarisation durch GABA und Gly-
zin (Zhang und Jackson, 1993), da spannungsgesteuerte Natriumkana¨le ab einem bestimmten
depolarisierten Membranpotential inaktivieren und damit keine Leitfa¨higkeit mehr besitzen.
Allerdings konnte in der Arbeit von Gao (1995) gezeigte werden, daß durch eine Depolari-
sation nur die Amplitude der Aktionspotentiale reduziert wird, aber nicht das Auslo¨sen von
Aktionspotentialen an sich verhindert wird (Gao und Ziskind-Conhaim, 1995).
Eine durch GABA oder Glyzin ausgelo¨ste Depolarisation ko¨nnte durch den Ausstrom an-
derer Anionen durch die entsprechenden Rezeptoren getragen sein, wenn das Gleichgewichts-
potential dieser Anionen positiver als das Ruhemembranpotential ist (Bormann et al., 1987);
dies ist fu¨r HCO−3 der Fall. GABAA–Rezeptoren besitzen eine geringe (5:1) Leitfa¨higkeit fu¨r
HCO−3 . Daher fu¨hrt man in sich entwickelnden hippokampalen und reifen kortikalen Neu-
ronen die GABA–aktivierten Stro¨me auf einen Efflux von HCO−3 zuru¨ck (Kaila et al., 1993;
Zhang et al., 1991). Die Beobachtung, daß in differenzierenden Motoneuronen die Amplitude
der durch GABA vermittelten Depolarisation gro¨ßer ist als die durch Glyzin (Wu et al., 1992),
gibt Anlaß zu der Vermutung, daß die GABA–Rezeptoren in undifferenzierten Neuronen eine
gro¨ßere Leitfa¨higkeit fu¨r HCO−3 besitzen (Bormann et al., 1987). Andererseits konnten Gao
und Mitarbeiter zeigen, daß GABA–aktivierte Stro¨me hauptsa¨chlich Cl− spezifisch sind und
die Bewegung von HCO−3 nicht zu einem meßbaren Anionenstrom beitra¨gt (Gao und Ziskind-
Conhaim, 1995). Die Depolarisation durch GABA in adulten Neuronen ist nicht verstanden.
Perkins vermutet, daß ein weiterer GABA–Rezeptor dafu¨r verantwortlich sein ko¨nnte, der eine
ho¨here Permeabilita¨t fu¨r HCO−3 besitzt (Perkins, 1999).
Die Neurone depolarisierten nicht signifikant unterschiedlich in Gegenwart von GABA
oder Glyzin (Abb. 5.7 A), so daß anscheinend die Permeabilita¨t der GABA–Rezeptoren fu¨r
HCO−3 keinen signifikanten Beitrag zur Depolarisation lieferte. Andernfalls ha¨tten die durch
GABA ausgelo¨ste Depolarisation gro¨ßer als die durch Glyzin ausgelo¨ste Depolarisation ausfal-
len mu¨ssen, da zusa¨tzlich zu Cl− noch HCO−3 zu der Depolarisation beitragen wu¨rde.
6.2.2 Lokalisation von KCC2 in der Na¨he von inhibitorischen Synapsen
Der Einfluß von KCC2 auf die neuronale Erregbarkeit kann ganz wesentlich von der Lokalisa-
tion abha¨ngen. In immunhistochemischen Untersuchungen wurde KCC2 wurde ausschließlich
in Dendriten und der Plasmamembran der Motoneuronsomata nachgewiesen. In elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen war deutlich zu erkennen, daß KCC2 in Dendriten, aber
nicht in Axonen vorkam. Außerdem war eine Ansammlung von KCC2 Protein an inhibito-
rischen Synapsen zu erkennen (Abb. 5.10). In anderen Arbeiten wurde KCC2 zusammen mit
GABAA–Rezeptoren in der Ko¨rnerzellschicht im Rattenkleinhirn kolokalisiert (Williams et al.,
1999).
Durch die Aktivierung von Chloridleitfa¨higkeiten kommt es zu einer Akkumulation von
Chlorid. Allerdings ist bisher nicht genau bekannt, welche Auswirkungen die Chloridakku-
mulation auf die neuronale Erregbarkeit hat. Untersuchungen mit einem chloridsensitiven
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Farbstoff haben ergeben, daß die transiente Zunahme der intrazellul¨aren Chloridkonzentrati-
on die entsprechenden Stro¨me teilweise um einige Sekunden u¨berdauert (Kuner und Augustine,
2000). Die nachfolgenden GABAergen Stro¨me fallen dadurch kleiner aus. Daher ist die GA-
BAerge synaptische Inhibition von der Ha¨ufigkeit abha¨ngig, mit der sie benutzt wird (Wong
und Watkins, 1982; Thompson und Ga¨hwiler, 1989). Dies wird auch als fading bezeichnet.
Damit nach der Akkumulation von Chlorid wieder eine chloridabha¨ngige synaptische In-
hibition stattfinden kann, muß die intrazellul¨are Chloridkonzentration wieder gesenkt werden.
Die Lokalisation von KCC2 in der Na¨he von inhibitorischen Synapsen legt die Vermutung
nahe, das KCC2 lokal fu¨r einen Transport von Chlorid aus der Zelle sorgt. KCC2 ko¨nnte
aufgrund der Na¨he zu den synaptischen Spalten sehr schnell die intrazellul¨are Chloridkonzen-
tration an den Stellen senken, an denen die Inhibition ausgelo¨st wird.
6.2.3 Steuerung der Atmung
Da die Kcc2−/− Tiere nicht in der Lage waren zu atmen, wurde die respiratorische Aktivita¨t
untersucht. Die rhythmische Aktivita¨t der Atemmuskulatur wird durch das Atemzentrum
gesteuert. Das Atemzentrum befindet sich in der Medulla oblongata ; das respiratorische Netz-
werk wurde im sogenannten PreBo¨tzinger Komplex lokalisiert (Smith et al., 1991).
Die Funktion des Atemzentrums bleibt in vitro erhalten und kann an einer Hirnstamm–
Ru¨ckenmark Pra¨paration untersucht werden (Suzue, 1984). Durch Ableiten der elektrischen
Aktivita¨t an zervikalen Nervenwurzeln, die Axone der rhythmisch aktiven Motoneurone ent-
halten, konnte die Funktion des Atemzentrums u¨berpru¨ft werden. Hier zeigte sich, daß die
Steuerung der Atemmuskulatur in Kcc2−/− Tieren gesto¨rt war (siehe Abschnitt 5.2.4).
Es ist schwierig, den genauen Einfluß der synaptischen Inhibition auf den Atemrhythmus
zu erkl¨aren, da die Rhythmogenese als solche noch nicht verstanden ist (Koshiya und Smith,
1999; Rekling und Feldman, 1998). Die Frage ist, wie der Rhythmus durch ein Netzwerk
aus Schrittmacher–Neuronen generiert wird. In diesem Netzwerk spielen sowohl exzitatori-
sche als auch inhibitorische synaptische U¨bertragungen eine Rolle. Der Atemrhythmus kann
an verschiedenen Stellen gesto¨rt sein, da vom Atemzentrum wiederum Motoneurone gesteu-
ert werden, die die Atemmuskulatur innervieren. Die Tatsache, daß die Kcc2−/− Tiere nicht
atmen, kann zwei Ursachen haben. Zum einen kann es an einem direkten Versagen der Rhyth-
mogenese im Atemzentrum liegen, zum anderen kann auch die Steuerung der Atemmuskulatur
durch die entsprechenden Motoneurone gesto¨rt sein.
Da fu¨r das KCC2 Knockout Mausmodell gezeigt werden konnte, daß die Cl−–abha¨ngige
Hemmung der Neuronen im Ru¨ckenmark gesto¨rt ist, ko¨nnte dies auch in der Kontrolle der
Atmung von Bedeutung sein. Ramirez und Mitarbeiter zeigen, daß die synaptische Inhibition
durch GABA und Glyzin fu¨r die Rhythmogenese wichtig ist (Ramirez et al., 1996). Unter-
suchungen an isolierten Hirnstamm–Ru¨ckenmark Pra¨paraten von neonatalen Ratten zeigen
aber, daß der Atemrhythmus nach der Blockade der GABAergen und glyzinergen Inhibiti-
on nicht gesto¨rt wird (Feldman und Smith, 1989; Onimaru et al., 1990). Dies kann nicht
durch ein Mangel an funktionellen GABA– und Glyzin–Rezeptoren erkl¨art werden (Onima-
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ru et al., 1990; Ballanyi et al., 1999). Daraus ko¨nnte man folgern, daß die chloridabha¨ngige
Hemmung fu¨r die Generierung des Atemrhythmus keine große Rolle spielt. Inwieweit eine
chloridabha¨ngige Hemmung in der Rhythmogenese eine Funktion hat, konnte bisher nicht
endgu¨ltig gekl¨art werden, da anderseits mit patch clamp Messungen gezeigt wurde, daß die
inhibitorische postsynapitschen Potentiale (IPSP) in Neuronen des Atemzentrums von neona-
talen Ratten hyperpolarisierend sind. In Fa¨llen, in denen die Chloridkonzentration durch
die Patchpipette erho¨ht wurde, kam es zu einer Depolarisation der Neurone (Onimaru et al.,
1996; Brockhaus und Ballanyi, 1998). Mo¨glicherweise bietet das Kcc2−/− Mausmodell die
Mo¨glichkeit, den Einfluß der chloridabha¨ngigen synaptischen Inhibition auf die Rhythmoge-
nese im Atemzentrum na¨her zu untersuchen.
6.2.4 Vergleich der Kcc2−/− Maus mit der spastic Maus
Die polyphasischen Antworten, die bei der Ableitung der spontanen Aktivita¨t im Ischiasnerv
der Kcc2−/− Tiere beobachtet wurden, a¨hneln stark den Messungen an der spastic Maus.
Messungen an Neuronen im Ru¨ckenmark der spastic Maus zeigen, daß eine monosynaptische
Antwort typischerweise von einer starken Depolarisation gefolgt wird, wodurch Aktionspoten-
tiale ausgelo¨st werden (Biscoe und Duchen, 1986). Messungen an Kontrolltieren mit hohen
Chloridkonzentrationen in der Meßpipette fu¨hrten zu a¨hnlichen Ergebnissen (Biscoe und
Duchen, 1986), dies entspricht der Situation in den Kcc2−/− Tieren.
Die spastic Maus leidet unter Muskelspasmen und hat kann sich wa¨hrend eines Anfalls
nicht bewegen. Inzwischen konnte gezeigt werden, daß der Pha¨notyp der spastic Maus auf eine
Transposon–Insertion in Intron 5 des Gens, das fu¨r die β–Untereinheit des Glyzin–Rezeptors
kodiert, zuru¨ckzufu¨hren ist (Mu¨lhardt et al., 1994). Aufgrund dieser nonsenese Mutation
kommt es zu einer falschen gespleißten mRNA der β–Untereinheit des Glyzin–Rezeptors. In
der spastic Maus kann weniger als 10% des vollsta¨ndigen Transkripts nachgewiesen werden.
Da der Pha¨notyp der spastic Maus sich erst zwei Wochen nach der Geburt entwickelt, ist sie
im Gegensatz zur Kcc2−/− Maus nicht perinatal letal. Zu diesem Zeitpunkt a¨ndert sich die
Zusammensetzung der Glyzin–Rezeptoren von α2 zu α1–Untereinheiten. Durch transgene Ex-
pression einer funktionellen β–Untereinheit kann der WT–Pha¨notyp wiederhergestellt werden
(Hartenstein et al., 1996). Neben der spastic Maus gibt es mit der spasmodic und der oscilla-
tor Maus noch zwei weitere Mausmutanten mit einem defekten Glyzin–Rezeptor; beide haben
Mutationen in der α1–Untereinheit des Glyzin-Rezeptors (Betz et al., 1999). Die Pha¨notypen
der Glyzin–Rezeptor–Mutanten a¨hneln einander sehr.
Durch das Fehlen eines funktionellen Glyzin–Rezeptors in der spasitc Maus ist die gly-
zinerge Inhibition vermindert, so daß es zu einer U¨bererregbarkeit im Ru¨ckenmark kommt
(Rajendra und Schofield, 1995). Die U¨bererregbarkeit hat einen ho¨heren Muskeltonus zur
Folge, der zu Kra¨mpfen in der Muskulatur fu¨hrt. Durch Substanzen, die die inhibitorische
Wirkung der GABAA–Rezeptoren versta¨rken, ko¨nnen die Muskeln in spastic Ma¨usen ent-
spannt werden (Biscoe und Fry, 1982). Dies zeigt, daß eine nicht ausreichende synaptische
Inhibition zu schwerwiegenden Defekten in der motorischen Kontrolle fu¨hrt.
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Die erho¨hte intrazellul¨are Chloridkonzentration in den Neuronen der Kcc2−/− Maus
fu¨hrt dazu, daß die synaptische Inhibition stark gesto¨rt ist. Erstaunlicherweise unterscheiden
sich die spastic Maus und die Kcc2−/− Maus nur sehr wenig, wenn man die Messungen
an Neuronen im Ru¨ckenmark vergleicht. Bei der spastic Maus fehlt durch die Mutation
ein funktioneller Glyzin–Rezeptor, so daß die glyzinerge Inhibition gesto¨rt ist, wa¨hrend die
GABAerge Inhibition erhalten ist. Dagegen fu¨hrt GABA bei Neuronen der Kcc2−/− in TTX
freien Messungen zu einer so starken Depolarisation, daß Aktionspotentiale ausgelo¨st werden.
Daher wu¨rde man annehmen, daß die Kcc2−/− Maus einen sehr viel sta¨rkeren Pha¨notyp
zeigt, der sich auch in einer sta¨rkeren spontanen Aktivita¨t des Ischiasnervs zeigen wu¨rde. Die
synaptische Inhibition ist aber allein durch das Fehlen eines funktionellen Glyzin–Rezeptors
in der spastic Maus so stark gesto¨rt, daß eine weitere Sto¨rung der synaptischen Inhibition zu
keiner Zunahme der spontanen Aktivita¨t fu¨hrt.
6.3 Neuronale Chloridtransportprozesse und ihre Bedeutung
In den funktionellen Untersuchungen der Kcc2−/− Maus konnte zum ersten Mal im physiolo-
gischen Zusammenhang gezeigt werden, daß KCC2 die intraneuronale Chloridkonzentration
reguliert. Die Lokalisation von KCC2 in der Na¨he von inhibitorischen Synapsen unterstreicht
die wichtige Funktion von KCC2 in diesem Zusammenhang.
Fu¨r die Regulation kommen aber auch noch andere Chloridtransporter in Frage. In den
folgenden Abschnitten soll daher die Rolle anderer Chloridtransporter diskutiert werden. In
diesem Zusammenhang wird auch eine mo¨gliche neuronale Funktion von ClC–2 diskutiert.
Die Clcn2−/− Maus zeigte zwar keine auffa¨lligen neurologischen Vera¨nderungen, Man kann
jedoch aufgrund der groben neurologischen Analyse nicht ausschließen, daß ClC–2 an einer
subtilen Regulation der intraneuronalen Chloridkonzentration beteiligt ist. Außerdem soll dis-
kutiert werden, welche Bedeutung die durch GABA und Glyzin ausgelo¨sten Depolarisationen
in der Entwicklung von Neuronen haben.
6.3.1 Regulation der Chloridkonzentration durch andere Chloridtransporter
An der Regulation der intrazellul¨aren Chloridkonzentration ko¨nnten neben dem hier un-
tersuchten KCC2 noch andere Chloridtransporter oder Ionenkana¨le beteiligt sein. Beson-
ders interessant sind hier die Na+–K+–2Cl−–Kotransporter (NKCC), die u¨brigen K+–Cl−–
Kotransporter und der Na+–Cl−–Kotransporter (NCC). Durch NCC und die NKCCs wird
normalerweise die Chloridkonzentration erho¨ht und durch die KCCs erniedrigt. Wie oben
schon diskutiert, ko¨nnte auch ClC–2 an der Regulation der intrazellul¨aren Chloridkonzentra-
tion beteiligt sein. Dieser Kanal o¨ffnet bei negativen Membranpotentialen und ko¨nnte damit
die intrazellul¨are Chloridkonzentration in die Na¨he des Ruhemembranpotentials halten (Staley
et al., 1996). Die Rolle von ClC–2 in Neuronen wird ausfu¨hrlich in Abschnitt 6.3.2 diskutiert.
Neben KCC2 sind drei weitere Mitglieder der KCC Genfamilie bekannt. KCC1 wird in
allen Geweben exprimiert (Gillen et al., 1996); ihm wird dadurch eine allgemeine Funktion
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zugeordnet. KCC3 wird in vorwiegend in der Niere, im Herz und im Gehirn exprimiert (Race
et al., 1999). KCC4 wurde in Herz und Niere nachgewiesen, im Gehirn kommt er jedoch kaum
vor (Mount et al., 1999).
Um die Beteiligung der anderen Chloridtransporter an der Regulation der intrazellul¨aren
Chloridkonzentration besser beurteilen zu ko¨nnen, wurden die Expressionsmuster von KCC1,
KCC2, KCC3, NKCC1 und ClC–2 in in situ Hybridisierungen untersucht (Abb. 5.11). Da
NKCC2, NCC und KCC4 nicht signifikant im ZNS exprimiert werden, kommen sie nicht fu¨r
die Regulation der intrazellul¨aren Chloridkonzentration in Frage.
Die Expression von KCC2 im Ru¨ckenmark beginnt im Unterschied zu den entwicklungs-
geschichtlich ju¨ngeren Teilen des ZNS zu einem sehr fru¨hen Zeitpunkt in der Embryonal-
entwicklung. Im Neokortex der Ratte wurde die maximale Expression zwischen zwei und
drei Wochen nach der Geburt erreicht; von diesem Zeitpunkt an blieb sie dann stabil (Clay-
ton et al., 1998a). In Motoneuronen der Maus wurde KCC2 schon am Embryonaltag E12,5
nachgewiesen. Die Expression nahm in der folgenden Entwicklung weiter z und erreichte ihr
Plateau an E18,5 (Abb 5.2.6). KCC2 kann zu diesem Zeitpunkt noch nicht seine volle Funktion
entfaltet haben, da das elektrochemische Chloridpotential zu diesem Zeitpunkt noch positiver
als das Ruhemembranpotential ist. Zum Tag der Geburt war die Chloridkonzentration in
Kcc2−/− Tieren jedoch signifikant ho¨her als in Kontrolltieren. Im quantitativen Vergleich der
Transkriptmengen der untersuchten Chloridtransporter zeigte nur KCC1 eine um etwa 50%
erho¨hte Expression. Die Funktion von KCC2 konnte dadurch nicht kompensiert werden. Dies
unterstreicht die besondere Funktion von KCC2 in Neuronen.
Die anderen Transporter und ClC–2 waren diffus im gesamten Ru¨ckenmark exprimiert,
wobei KCC3 und NKCC1 besonders in den spinalen Ganglien vorkam. Die mo¨gliche Funk-
tion von ClC–2 in neuronalen Geweben ist oben schon diskutiert worden. Es wurde gezeigt,
daß die Menge an ClC–2 RNA im Rattenhirn von E15 bis P3 zunimmt und danach konstant
bleibt (Clayton et al., 1998b), dort wurde das Ru¨ckenmark nicht untersucht. Zusammen mit
dem Expressionsmuster im Ru¨ckenmark, deuten die Beobachtungen an der Clcn2−/− Maus
darauf hin, daß ClC–2 keine allgemeine Schlu¨sselstellung fu¨r Regulation der intrazellul¨aren
Chloridkonzentration einnimmt. Es ist jedoch denkbar, daß spa¨ter in der Entwicklung ClC–2
in anderen Regionen des ZNS eine subtile regulatorische Funktion u¨bernimmt.
NKCC1 koppelt den Transport von Chlorid an den Na+–Gradienten und arbeitet damit
normalerweise in die entgegengesetzte Richtung der KCCs. In vitro Experimente haben gezeigt,
daß ein Furosemid–sensitiver Kotransport, wie der durch NKCC1, die Chloridkonzentration
in Neuronen erho¨hen ko¨nnte (LoTurco et al., 1995). Daher wird vermutet, daß die Vera¨nderung
der intrazellul¨aren Chloridkonzentration durch eine Vera¨nderung der Expression von NKCC1
zuru¨ckfu¨hren ist (Plotkin et al., 1997b; Clayton et al., 1998a). In der in situ Hybridisierung
konnte jedoch gezeigt werden, daß NKCC1 an E12,5 nur in wenigen Neuronen exprimiert
wird, wa¨hrend KCC2 zu diesem Zeitpunkt eine deutliche Expression im Vorderhorn aufwies,
die in der Entwicklung noch weiter zunahm. Aufgrund der Expressionsmuster ist es unwahr-
scheinlich, daß NKCC1 dem Efflux von Chlorid durch KCC2 entgegenwirkt und so zu einer
Vera¨nderung der intraneuronalen Chloridkonzentration beitra¨gt.
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Die Funktion von KCC2 ko¨nnte in Kcc2−/− Tieren durch andere Transporter zum Teil
kompensiert werden, daher wurden die Transkriptmengen verschiedener Chloridtransporter in
einem RNAse protection assay quantifiziert. Nur fu¨r KCC1 war eine Zunahme der mRNA zu
verzeichnen. Dies unterstreicht die besondere Funktion von KCC2 in Neuronen.
6.3.2 Die neuronale Bedeutung von ClC–2
Da ClC–2 relativ spezifisch im Gehirn exprimiert wird (Smith et al., 1995; Thiemann et al.,
1992), wird vermutet, daß ClC–2 dort eine wichtige regulatorische Funktion besitzt. Dies konn-
te in Clcn2−/− Tieren nicht besta¨tigt werden. Da dies aber eine der am besten untersuchten
Hypothesen fu¨r ClC–2 war, soll an dieser Stelle eine mo¨gliche Funktion von ClC–2 im Gehirn
diskutiert werden.
Aufgrund seiner Kanaleigenschaften ko¨nnte ClC–2 in neuronalen Geweben zwei verschie-
dene Funktionen haben. Zum einen ist es denkbar, daß er an der Regulation der intrazellul¨aren
Chloridkonzentration in Neuronen beteiligt ist, in dem er die intrazellul¨are Chloridkonzen-
tration an des Ruhemembranpotential klemmt. Zum anderen ko¨nnte ClC–2 wegen seiner von
extrazellul¨aren pH–Wert abha¨ngigen Aktivierung (Jordt und Jentsch, 1997) eine Funktion in
der Regulation des extrazellul¨aren pH–Werts haben.
Da ClC–2 am Ruhemembranpotential teilweise geo¨ffnet ist, ko¨nnte eine Akkumulation
von Chlorid u¨ber das Gleichgewicht hinaus verhindert werden und damit die inhibitorische
Wirkung von GABA und Glyzin erhalten bleiben (siehe dazu Abschnitt 2.4). Staley und Mit-
arbeiter haben eine Korrelation zwischen der Expression von ClC–2, dem damit verbundenem
einwa¨rtsgleichrichtenden Strom und der inhibitorischen Wirkung von GABA gezeigt (Staley
et al., 1996). Weiterhin zeigen sie, daß die Expression von ClC–2 in Ganglien der dorsalen
Wurzel des Ru¨ckenmarks die intraneuronale Chloridkonzentration so a¨ndert, daß die GABA–
Antwort inhibitorisch wird (Staley et al., 1996). In Neuronen der oberen zervikalen Ganglien
(superior cervical Ganglia, SCG) wird ebenfalls ein hyperpolarisationsaktivierter Chloridstrom
mit a¨hnlichen Eigenschaften wie ClC–2 beschrieben (Clark et al., 1998). Daher wurde in
Clcn2−/− Tieren in weiten Regionen des Zentralnervensystems eine teilweise exzitatorische
Reaktion durch GABA und Glyzin erwartet, welche zu epileptischen Anfa¨llen fu¨hren ko¨nnte.
Es wurden jedoch keine spontanen Anfa¨lle bei Clcn2−/− Tieren beobachtet. Daher wurde
untersucht, ob die Tiere empfindlicher auf das krampfauslo¨sende Mittel Flurothyl reagieren.
Auch hier konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Clcn2−/− und Clcn2+/+ Tieren
festgestellt werden (siehe Abschnitt 5.1). Die schließt nicht aus, daß ClC–2 an einer subtilen
Regulation der intrazellul¨aren Chloridkonzentration in Neuronen oder des pH–Werts im Ge-
hirn beteiligt ist. Mo¨glicherweise kommt die Funktion von ClC–2 nur in speziellen Neuronen
oder unter besonderen a¨ußeren Einflu¨ssen zur Geltung.
Die Regulation des pH–Werts spielt eine ebenso wichtige Rolle. In vielen Untersuchungen
konnte gezeigt werden, daß die neuronale Aktivita¨t zu einer schnellen A¨nderungen es extrazel-
lul¨aren pH–Werts um mehrere Zehntel pH–Einheiten fu¨hren kann (Chesler und Kaila, 1992).
Bei synchroner neuronaler Aktivita¨t kommt es zuna¨chst zu einer extrazellul¨aren Alkalisierung,
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der eine l¨angere Azifidierung folgt. Man nimmt an, daß die relativ kleinen, lokalen pH–
Wert A¨nderungen einen Einfluß auf die synaptische Transmission haben, da postsynaptische
Rezeptoren empfindlich gegenu¨ber pH–Wert A¨nderungen reagieren. Die Amplitude inhibitori-
scher Chloridstro¨me durch GABAA–Rezeptoren wird durch extrazellul¨are Protonen versta¨rkt,
wa¨hrend exzitatorische Stro¨me durch NMDA–Rezeptoren bei alkalischem pH–Wert zunehmen.
Das bedeutet, daß eine Azifidierung zu einer Senkung der neuronalen Erregbarkeit fu¨hrt und
eine Alkalisierung zu einer Versta¨rkung der neuronalen Erregbarkeit. Eine zerebrale Azidose
kann bis zum Koma fu¨hren, eine Alkalose kann epileptische Erregungszusta¨nde auslo¨sen.
Aufgrund dieser Beobachtungen konnte zwar eine u¨bergeordnete Rolle von ClC–2 in der
Regulation der intrazellul¨aren Chloridkonzentration oder des extrazellul¨aren pH–Werts nicht
besta¨tigt werden, dennoch ist es mo¨glich, daß ClC–2 eine regulatorische Funktion in neurona-
len Geweben hat.
Wa¨hrend der Entwicklung ko¨nnte ClC–2 die intrazellul¨aren Chloridkonzentration zum
Gleichgewicht verschieben. Spa¨ter ko¨nnte ClC–2 die Auslenkung der intrazellul¨aren Chlo-
ridkonzentration von einem Gleichgewichtszustand beeinflussen und damit die intrazellul¨are
Chloridkonzentration stabilisieren. In Neuronen, die durch GABA inhibiert werden, kommt
es durch die Aktivierung von GABAA–Rezeptoren zu einem Einstrom von Chlorid und damit
zu einer Hyperpolarisation der Membran. Hier ko¨nnte ClC–2, der bei negativen Potentialen
aktiviert wird (siehe Abschnitt 2.2.1.3), fu¨r den nachfolgenden Ausstrom von Chlorid sorgen,
damit das Neuron wieder durch GABA inhibiert werden kann. Denkbar ist auch, daß die
Funktion von ClC–2 in neuronalen Bereichen zum Tragen kommt, die zuna¨chst keine offen-
sichtliche Auswirkung auf das Tier haben. In dieser Arbeit wurden nur sehr oberfla¨chliche
Test der neuronalen Beteiligung von ClC–2 durchgefu¨hrt. Daher ist an dieser Stelle schwierig
zu beurteilen, welche Funktion ClC–2 in Neuronen hat und unter welchen physiologischen
Bedingungen diese Funktion beno¨tigt wird.
6.3.3 Bedeutung von GABA induzierten Depolarisationen fu¨r die neuronale
Entwicklung
Die Bedeutung der exzitatorischen Wirkung von GABA und Glyzin ist bisher nicht gekl¨art.
Es wird vermutet, daß GABA wa¨hrend der Entwicklung zuna¨chst eine neurotrophe Funktion
besitzt und erst spa¨ter seine inhibitorische Wirkung in den Vordergrund tritt. (Lauder, 1993;
Ziskind-Conhaim, 1998). Ein Beispiel, um die Hypothese zu unterstu¨tzen, ist die Expression
von GABA und GABA–Rezeptoren in postmitotischen undifferenzierten spinalen Neuronen
vor dem Beginn der Synaptogenese (Ma et al., 1992; Walton et al., 1993; Antal et al., 1994).
Es wurde postuliert, daß die GABA–induzierten Depolarisationen eine spezifische, tran-
siente Funktion wa¨hrend der neonatalen Entwicklung haben. Zum Beispiel ko¨nnten sie
die Schwelle fu¨r die neuronale Erregbarkeit senken und dadurch eine aktivita¨tsabha¨ngige
Differenzierung der Neuronen beeinflussen. Es wurde gezeigt, daß im sich entwickelnden
Ru¨ckenmark aktivita¨tsabha¨ngige Mechanismen die Bildung von Synapsen regulieren (Nelson
et al., 1989), die Entwicklung der elektrischen Eigenschaften von Motoneuronen erleichtern
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(Xie und Ziskind-Conhaim, 1995) und die Expression von sogenannten immediate early genes
regulieren (Sheng et al., 1993). Ein Mechanismus ko¨nnte die Aktivierung von spannungsge-
steuerten Ca2+–Kana¨len sein, die zu einem Einstrom von Ca2+ fu¨hrt und damit die Ca2+–
Konzentration voru¨bergehend erho¨hen wu¨rde. Eine erho¨hte Ca2+–Konzentration dient als
wichtiges Signal fu¨r die fru¨he Neuronen Differenzierung (Sivilotti und Nistri, 1991; Ziskind-
Conhaim, 1998) . Eine andere Mo¨glichkeit ist die Regulation des intrazellul¨aren pH durch
eine HCO−3 –Permeabilita¨t der GABA–Rezeptoren. In einigen Neuronen des reifen ZNS ist die
GABAerge postsynaptische Inhibition mit einem signifikanten Ausstrom von HCO−3 durch
GABAA–Kana¨le gekoppelt. Daher wird vermutet, daß GABA an der Modulation des neu-
ronalen pH–Werts beteiligt ist. Tatsa¨chlich fu¨hrt der GABA–aktivierte HCO−3 Ausstrom zu
einer extrazellul¨aren Alkalisierung; die pH–Wert A¨nderungen liegen dabei im Bereich von eini-
gen zehntel pH–Einheiten, solche A¨nderungen ko¨nnen einen deutlichen Effekt auf neuronale
Ionenkana¨le und damit die Erregbarkeit der Membran haben (Ziskind-Conhaim, 1998).
Die Hypothese, daß GABA zu Beginn der Entwicklung als exzitatorischer Neurotransmit-
ter wirkt, sollte jedoch vorsichtig diskutiert werden. Neben seiner depolarisierenden Wirkung
verhindert GABA das spontane Auftreten von Aktionspotentialen, dies wurde in den Messun-
gen an Motoneuronen der Kcc2+/+ Tiere deutlich. Die inhibitorische Wirkung in diesem
Fall kann durch das Kurzschließen einwa¨rtsgerichteter, erregender Stro¨me durch die starke Zu-
nahme der Chloridleitfa¨higkeit erkl¨art werden (Gao und Ziskind-Conhaim, 1995). Außerdem
ist eine Inhibition der synaptischen Aktivita¨t durch das teilweise Inaktivieren von spannungs-
abha¨ngigen Natriumkana¨len wa¨hrend der GABA–induzierten Depolarisation denkbar (Zhang
und Jackson, 1993).
Neben den Effekten, die die synaptische Inhibition betreffen, gibt es noch andere Mo¨glich-
keiten, die Bedeutung der depolarisierenden Wirkung von GABA wa¨hrend der Entwicklung
zu erkl¨aren. Es wurde gezeigt, daß sich die glutamaterge synaptische Transmission eben-
falls wa¨hrend der Entwicklung signifikant a¨ndert. Die wichtigste Beobachtung ist, daß die
glutamaterge Transmission zu Beginn ausschließlich durch NMDA–Rezeptoren vermittelt wird
(Durand et al., 1996; Wu et al., 1996; Liao und Malinow, 1996; Isaac et al., 1997). NMDA–
Rezeptoren werden spannungsabha¨ngig durch Mg2+blockiert, dieser Mechanismus ist in neo-
natalen Hippokampusneuronen genauso effektiv ist wie in differenzierten, adulten Neuro-
nen (Strecker et al., 1994; Khazipov et al., 1995). Erst durch eine Depolarisation kann die-
se Blockade aufgehoben werden, dies geschieht in reifen Neuronen durch Aktivierung der
AMPA–Rezeptoren, die aber zu einem fru¨hen Zeitpunkt der Entwicklung noch nicht an der
synaptischen Transmission beteiligt sind. Mo¨glicherweise wird der Mg2+–Block der NMDA–
Rezeptoren in sich entwickelnden Neuronen durch die durch GABA vermittelte Depolarisation
(Staley et al., 1995). Dies wurde wa¨hrend physiologischer Aktivita¨t, sogenannter giant deoplari-
sing potentials (GDPs), im neonatalen Hippokampus beobachtet. (Ben-Ari et al., 1989; Khazi-
pov et al., 1995; Leinekugel et al., 1997). Die synchrone neuronale Aktivita¨t der GDPs und die
damit verbundene intrazellul¨are Ca2+ Oszillationen sind in vielen Teilen des zentralen und
peripheren Nervensystems gefunden worden (Ben-Ari et al., 1989; Spitzer et al., 1995; Yuste
et al., 1995; Feller et al., 1996; Mooney et al., 1996; Christie et al., 1989; Wong et al., 1993).
80
6.4 Analyse der Clcn2−/− Maus
Sie scheinen ein fundamentaler Bestandteil sich entwickelnder Gehirnstrukturen zu sein. Im
embryonalen Ru¨ckenmark werden A¨nderungen in der intrazellul¨aren Ca2+–Konzentration fu¨r
die Expression von GABAA–Rezeptoren und K+–Kana¨le beno¨tigt (Ben-Ari et al., 1997).
Die Bedeutung fu¨r die neuronale Entwicklung, besonders im Hippokampus und im
Kortex, konnte in dem Kcc2−/− Mausmodell nicht untersucht werden, da diese Struktu-
ren erst nach der Geburt ausreifen. Histologische Untersuchungen des Hirnstamms und des
Ru¨ckenmarks ergaben jedoch keine deutlich vera¨nderten Befunde im neonatalen Kcc2−/− Tier.
6.4 Analyse der Clcn2−/− Maus
Die physiologische Funktion von ClC–2 war bisher nicht genauer bekannt, daher wurde in
unserer Arbeitsgruppe ein Knockout Mausmodell fu¨r ClC–2 hergestellt. Das Ziel der Arbeit
war, mit diesem Mausmodell die Funktion von ClC–2 zu untersuchen. Die vermutete wich-
tige neuronale Funktion von ClC–2 konnte nicht besta¨tigt werden. Auch andere vermutete
Funktionen von ClC–2 konnten mit dem Mausmodell ausgeschlossen werden.
Es zeigte sich aber eine dramatische Vera¨nderung des Hodens, wodurch die Clcn2−/−
Ma¨nnchen infertil sind. Dies Keimzelldegneration wurde zuna¨chst eingehend histologisch
untersucht. Mit patch clamp Messungen konnte gezeigt werden, daß ClC–2 funktionell in
Sertoli–Zellen exprimiert wird. Zusammen mit der Lokalisation von ClC–2 in der Membran
von Sertoli–Zellen wird daher eine Funktion von ClC–2 im transepithelialen Transport vorge-
schlagen.
6.4.1 U¨berpru¨fung von vermuteten ClC–2 Funktionen
ClC–2 wurde durch Durchmustern von cDNA–Bibliotheken aus dem Gehirn und dem Herz
der Ratte in Homologie zu ClC–1 kloniert (Thiemann et al., 1992). Inzwischen sind auch die
Isoformen des Menschen (Cid et al., 1995), Kaninchens (Furukawa et al., 1995; Malinowska
et al., 1995) und der Maus (Joo et al., 1999) kloniert worden. CLCN2 wurde beim Menschen
auf Chromosom 3 (3q27) (Protopopov et al., 1996) lokalisiert. In dieser genomischen Region
konnte bisher keine Erbkrankheit gefunden werden, fu¨r die ClC–2 verantwortlich sein ko¨nnte.
Die elektrophysiologischen Eigenschaften von ClC–2 sind in Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben.
In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, daß ClC–2 in einigen Geweben relativ spe-
zifisch exprimiert wird. Durch immunhistochemische Untersuchungen wurde ClC–2 in der
apikalen Membran des Lungenepithels lokalisiert (Murray et al., 1995), dort findet man auch
den CFTR–Chloridkanal. Andere Untersuchungen zeigen eine spezifische Expression von
ClC–2 in der Niere (Murray et al., 1996; Obermu¨ller et al., 1998), und der apikalen Membran
des HCl sekretierenden Magenepithels (Malinowska et al., 1995). Diese Hypothesen wurden
mit der Clcn2−/− Maus u¨berpru¨ft.
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6.4.1.1 Beteiligung von ClC–2 an der Magensa¨uresekretion
In den Untersuchungen in Abschnitt 5.3.1 ergab sich kein Hinweis auf eine Beteiligung von
ClC–2 an der Magensa¨uresekretion, obwohl dies in der Literatur berichtet wird (Malinowska
et al., 1995). Daher wird an dieser Stelle diese Literatur diskutiert nach den Ursachen mo¨glicher
Abweichungen gesucht.
Das Magenepithel sezerniert HCl, indem die H+–K+–ATPase intrazellul¨are Protonen ge-
gen Kaliumionen austauscht. Dies fu¨hrt zu einer Senkung des extrazellul¨aren pH–Werts. Das
Kalium verl¨aßt die Zelle wieder durch einen Kaliumkanal, so daß in der Summe ein Transport
in das Magenlumen von positiven Ladungen entsteht. Dieser Strom wird durch einen Chlo-
ridstrom kompensiert. Tatsa¨chlich konnte in mehreren Arbeiten Kalium– und Chloridkana¨le
in den Zellen des Magenepithels nachgewiesen werden (Kajita et al., 1995). Abbildung 6.2 zeigt
schematisch die an der Magensa¨uresekretion beteiligten Ionentransporter.
Da ClC–2 durch sauren extrazellul¨aren pH aktiviert wird, ko¨nnte er der an der HCl
Sezernierung beteiligte Chloridkanal sein. Malinowska und Mitarbeiter behaupten, daß ei-
ne Variante von ClC–2, als ClC–2G (G fu¨r gastrisch) bezeichnet, maßgeblich an der Ma-
gensa¨uresekretion beteiligt ist (Malinowska et al., 1995). ClC–2G wurde aus cDNA, die aus
dem Kaninchenmagen gewonnen wurde, kloniert und ist zu 93% homolog zu der Ratteni-
soform von ClC–2. Der von Malinowska beschriebene ClC–2G weist einige fundamentale
Unterschiede zur Rattenisoform von ClC–2 auf. Bis dahin gab es keinen Hinweis darauf, daß
es eine magenspezifische Isoform gibt. Die einzige Evidenz dafu¨r, daß ClC–2G die magenspe-
zifische Variante ist, ist eine positive Northern–Blot Analyse, die aber nur mit Magen RNA
durchgefu¨hrt wurde. Die elektrophysiologischen Eigenschaften von ClC–2G wurden nicht in
der Zwei–Elektroden–Spannungsklemme in Xenopus Oozyten untersucht, sondern es wurden
Membranvesikel in einer Lipiddoppelschicht rekonstituiert. Dabei wurde bei extrem sauren
pH–Werten (pH 3,0) gemessen. Seine Ionenselektivita¨t ist erstaunlicherweise I−> Cl−> NO−3 ,
dies widerspricht grundlegend der fu¨r ClC–2 beschriebenen Ionenselektivita¨t von Cl− > Br−
> I− (Thiemann et al., 1992; Gru¨nder et al., 1992; Staley et al., 1996). Allerdings ist dies die
Ionenselektivita¨t der Chloridleitfa¨higkeit im Magenepithel (Kajita et al., 1995) Im folgenden
wurde gezeigt, daß diese cDNA nicht magenspezifisch exprimiert ist, sondern die Sequenz
des Spezieshomologs von ClC–2 im Kaninchens ist citeFurukawa:1995. Vermutlich handelt es
sich bei dem rekonstituierten ClC–2G um ein Artefakt, denn nur so l¨aßt sich die vera¨nderte
Ionenselektivita¨t erkl¨aren.
Die Magensa¨uresekretion kann von Histamin durch einen 3’,5’–zyklisches Adenosin Mo-
nophosphat vermittelten Mechanismus stimuliert werden (Chew et al., 1980). Es wurden
jedoch keine Unterschiede in der Histamin–induzierten Ansa¨urung des Magens zwischen Kon-
trolltieren und Clcn2−/− Ma¨usen festgestellt (Abschnitt 5.3.1). Daher ist auszuschließen, daß
ClC–2 die hauptsa¨chliche Chloridleitfa¨higkeit in der apikalen Membran der Zellen der Ma-
genschleimhaut darstellt, die fu¨r die HCl Sekretion erforderlich ist.
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Abb. 6.2: Transporter die fu¨r die Ionensekretion im gastrointestinalen Trakt beno¨tigt werden.
A, Eine cAMP–stimulierte Sekretion von Cl− (und mo¨glicherweise HCO−3 ) wird in intestinalen
Epithelzellen durch CFTR vermittelt. Na+, K+ und Cl− u¨ber die basolaterale durch NKCC1
Membran aufgenommen. Die Na+–K+–ATPase sorgt fu¨r einen Na+ Ausstrom und erzeugt da-
durch ein elektrisches Potential, das fu¨r die Anionensekretion beno¨tigt wird. Ein basolateraler
Kaliumkanal fu¨hrt das Kalium wieder zuru¨ck. Zusa¨tzlich werden an der basolateralen Membran
durch den gekoppelten Na+/H+ und Cl−/HCO−3 Austausch oder durch Na
+/HCO−3 Kotrans-
port Anionen und Na+ aufgenommen. B, Sekretion von H+, K+ und Cl− u¨ber die apikale
Membran der Belegzellen wird durch die H+–K+–ATPase, einem K+–Kanal und einem Cl−–
Kanal vermittelt. Der basolaterale Cl−/HCO−3 –Austauscher sorgt fu¨r eine Cl
− Aufnahme die
fu¨r die HCl Sekretion beno¨tigt wird. NKCC1 und der gekoppelte Na+/H+ und Cl−/HCO−3
Austausch vermittelt die Aufnahme von Na+ die als Triebkraft fu¨r die Na+–K+–ATPase beno¨tigt
wird. Zusa¨tzlich wird dadurch Cl− aufgenommen, das fu¨r die KCl Sekretion beno¨tigt wird. So-
wohl die Na+–K+–ATPase, als auch NKCC1 ko¨nne die Aufnahme von K+ fu¨r die Sekretion
leisten. (Nach Shull et al., 2000)
6.4.1.2 Die Rolle von ClC–2 in der Lungen– und Nierenentwicklung
In der Clcn2−/− Maus konnte man keinen Unterschied in der Lungen– und Nierenentwick-
lung feststellen. Dies steht im Widerspruch zur Literatur und wird daher hier diskutiert.
Eine aktive Chloridsekretion und damit eine Flu¨ssigkeitsekretion durch das Epithel der
Atemwege ist entscheidend fu¨r die Entwicklung der Lungen (Alcorn et al., 1977; McCray et al.,
1992a). Die diesem Chloridtransport zu Grunde liegenden Mechanismen und die molekularen
Strukturen der vermutlich beteiligten Chloridkana¨le sind weitgehend unbekannt. In fetalen
Lungen ist der Ionentransport durch eine Chloridsekretion bestimmt, wobei in postnatalen
Atemwegen die Absorption von Natrium eine gro¨ßere Rolle spielt (Cotton et al., 1988; Zeitlin
et al., 1988). Es wurden einige Chloridleitfa¨higkeiten aus der Lunge von Sa¨ugetieren charak-
terisiert. Besonders wichtig war die Klonierung des cAMP abha¨ngigen CFTR–Chloridkanals
83
6 Diskussion
(Riordan et al., 1989). CFTR wird in der fetalen Lunge exprimiert, jedoch ha¨ngt die Chlorid-
sekretion und die Lungenentwicklung nicht von diesem cAMP regulierten Chloridkanal, der
bei CF mutiert ist, ab (McCray et al., 1992b). In der adulten CFTR Knockout Maus sind die
Lungen nicht betroffen, da der Transport durch einen Ca2+–aktivierten Chloridkanal erho¨ht
ist (O’Neal et al., 1993). Murray und Mitarbeiter haben gezeigt, daß ClC–2 in der fetalen
Lunge relativ stark exprimiert wird und perinatal seine Expression abnimmt. Sie spekulierten,
daß ClC–2 zu der Chloridsekretion wa¨hrend der fetalen Lungenentwicklung beitra¨gt (Mur-
ray et al., 1995). Es wurde weiter u¨berlegt, ob ClC–2 die Funktion des CFTR Chloridkanals
in Patienten, die an Mukoviszidose erkrankt sind, u¨bernehmen ko¨nnte. In Clcn2−/− Tie-
ren wurden keine Anzeichen fu¨r eine Sto¨rung in der Lungenentwicklung gefunden. Daher
konnte eine wichtige Rolle allein von ClC–2 in der Lungenentwicklung im Mausmodell nicht
besta¨tigt werden. Mo¨glicherweise kann aber die Funktion von ClC–2 in der Lunge durch
andere Chloridtransporter u¨bernommen werden. Um die Bedeutung fu¨r die Lungenentwick-
lung na¨her zu untersuchen, ist es no¨tig, durch Kreuzung der entsprechenden Knockout–Linien
einen Doppel–Knockout fu¨r Cftr und Clcn2 zu erzeugen.
Eine a¨hnliche Rolle wurde ClC–2 im Zusammenhang mit der Entwicklung des Nieren-
epithels zugewiesen (Huber et al., 1998). ClC–2 wurde im S3 Segment im proximalen Tubulus
der Niere lokalisiert (Murray et al., 1996; Obermu¨ller et al., 1998). Allein aus der fru¨hen
Expression wurde geschlossen, daß ClC–2 ein Schlu¨sselrolle in der embryonalen Nierenwent-
wicklung hat. Huber und Mitarbeiter weisen ClC–2 mittels single cell RT-PCR in embryonalen
Nierenepithelzellen nach, allerdings gelingt dies nur bei acht von 57 Zellen.
Die Nieren des Clcn2−/− weisen keine erkennbaren anatomischen und histologischen
Vera¨nderungen auf. Daher kann man annehmen, daß ClC–2 fu¨r die Nierenentwicklung keine
entscheidende Rolle spielt.
6.4.2 Degeneration des Hodens
Das Ausschalten von ClC–2 hatte einen dramatischen Effekt auf die Entwicklung des Hodens,
ein Organ mit sehr spezialisierten Zellen. Die Keimzellreifung fand nur in jungen Tieren
und nur bis zur Meiose I statt, danach degenerierten die Keimzellen der Tiere vo¨llig. Sechs
Wochen nach der Geburt waren nicht nur alle Spermatozyten, sondern auch alle Spermato-
gonien abgestorben und die Tubuli Seminiferi vo¨llig mit Sertoli–Zellen ausgefu¨llt.
6.4.2.1 Aufbau eines Tubulus seminifer
Abbildung 6.3 zeigt schematisch den Aufbau eines Tubulus seminifer und den Aufbau des
Keimepithels. Die Spermatogenese erfolgt im Keimepithel. Sie geht von den Spermatogoni-
en aus, die der Basallamina der Tubuli seminiferi anliegen. Durch mitotische differentielle
Zellteilung erfolgt die Vermehrung der Spermatogonien. Man unterscheidet Typ A und Typ
B Spermatogonien, wobei A–Spermatogonien als Stammzellen gelten und B–Spermatogonien
als der weiterentwickelte Zelltyp. Die B–Spermatogonien sind die Ausgangszellen fu¨r die fol-
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Abb. 6.3: Links ist ein histologischer Schnitt durch ein Tubulus seminifer dargestellt. Die rechte
Abbildung zeigt schematisch den Aufbau des Keimepithels. (Nach Benninghoff und Goerttler,
1979)
gende Zellvermehrung durch Meiose und die anschließende Umwandlung in Spermien. Aus
den B–Spermatogonien entwickeln sich die Spermatozyten I. Nachdem sie alle Phasen der
meiotischen Prophase durchlaufen haben, teilen sie sich zu Spermatozyten II. Dabei wird der
Chromosomensatz auf die Ha¨lfte reduziert. In einer unmittelbar folgenden zweiten meioti-
schen Zellteilung wird die 2nDNA auf 1nDNA vermindert, da die Synthesephase ausbleibt.
Die entstandenen Zellen werden Spermatiden genannt, sie besitzen einen haploiden Chromo-
somensatz. Die Entwicklung von der Spermatogonie zum reifen Spermium dauert bei Ma¨usen
35 Tage (Sassone-Corsi, 1997).
Die Spermatogenese wird maßgeblich durch die Sertoli–Zellen unterstu¨tzt. Sie haben zum
einen die Aufgabe, die heranreifenden Spermatozyten mit wichtigen Metaboliten zu versorgen,
unter anderem mit Laktat, das die Spermatozyten fu¨r ihren Stoffwechsel beno¨tigen (Jutte et al.,
1982). Sie werden daher auch Ammenzellen der Spermatogenese genannt. Die zweite wichti-
ge Funktion ist das Ausbilden der Blut–Hodenschranke. Die Blut–Hodenschranke wird von
tight junctions zwischen benachbarten Sertoli–Zellen gebildet. Dabei entsteht ein basales und
ein adluminales Kompartiment. In lokalen Interzellul¨arra¨umen lagern sich die verschiedenen
Reifestadien der Keimzellen ein. Die Spermatogonien und Spermatozyten I befinden sich bis
zur leptota¨nen Phase der Meiose auf der basalen Seite der Blut–Hodenschranke, die spa¨teren
Stadien auf der adluminalen Seite. Die Zellen auf der basalen Seite haben direkten Zugang zu
Substanzen im lymphatische System, das die Tubuli umgibt, und dadurch einen indirekten Zu-
gang zu Substanzen des Gefa¨ßsystems. Die Passage der Blut–Hodenschranke erfolgt wie durch
eine Schleuse, die im u¨brigen dicht ist und einen Transport von scha¨digenden hochmolekula-
ren Substanzen in beide Richtungen verhindert (Waites und Gladwell, 1982). Daru¨berhinaus
sezernieren die Sertoli-Zellen eine Flu¨ssigkeit, das Spermaplasma, mit der die Spermatozoen
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aus den Tubuli seminiferi in den Nebenhoden transportiert werden.
6.4.2.2 Gru¨nde fu¨r die Hodendegeneration
Die histologischen Untersuchungen ergaben, daß die Spermatogonien und Spermatozyten
schon in der dritten Woche nach der Geburt zu degenerieren begannen und schon eine Woche
spa¨ter fast vo¨llig verschwunden waren. Durch die Analyse wa¨hrend der meiotischen Zellteilung
exprimierter Gene konnte na¨her bestimmt werden, zu welchem Zeitpunkt der Keimzellreifung
die Degeneration begann. Protamin wird erst nach Abschluß der Meiose exprimiert (Nantel
et al., 1996). Zyklin A1 und Proacrosin–Bindeprotein werden wa¨hrend der Meiose gebildet,
wobei die Zyklin A1 mRNA deutlich in der spa¨ten pachyta¨nen Phase der Meiose ansteigt und
nach Abschluß der meiotischen Zellteilung nicht mehr nachgewiesen werden kann (Sweeney
et al., 1996). In Clcn2−/− Tieren konnte keines dieser Gene nachgewiesen werden. Das be-
deutete, daß die Keimzellen das pachyta¨ne Stadium der ersten Meiose nicht erreichten. Dies
stimmt mit den Ergebnissen aus den histologischen Untersuchungen u¨berein, da dort keine
spa¨teren Stadien als Spermatozyten I gefunden wurden. Die Keimzellen bildeten noch syn-
aptonemale Komplexe aus; danach ballten die Keimzellen sich Riesenzellen zusammen und
starben ab. In dem Alter als die Degeneration der Keimzellen begann, bildet sich auch die
Blut–Hodenschranke (Waites und Gladwell, 1982; Byers et al., 1991). Die Spermatozyten ge-
langen nach der fru¨hen leptoa¨nen Phase auf die adluminale Seite der Blut–Hodenschranke
(Russell, 1977; Russell, 1978).
Die genaue Ursache fu¨r die Hodendegeneration konnte nicht gekl¨art werden. Im Prinzip
kommen drei Zelltypen fu¨r die Keimzelldegeneration in Frage. Die Keimzellen selbst ko¨nnen
betroffen sein. Die Testosteron produzierenden Leydig–Zellen ko¨nnen Ursache fu¨r die Degene-
Spermatogonie
Spermatogonie Spermatozyte I Spermatozyte II Spermatide
Spermatozoon
Mitose
1. meiotische
Teilung
2. meiotische
Teilung
Stammzell
Erneuerung
Abb. 6.4: Die Teilung von ma¨nnlichen Keimzellen. Die meisten Spermatogonien proliferieren,
um einen Pool von undifferenzierten Stammzellen zu erhalten. Wenige Spermatogonien ent-
wickeln sich zu Spermien (nach Sassone-Corsi, 1997)
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ration sein. Durch die Lokalisation von ClC–2 in den Sertoli–Zellen und die morphologische
Vera¨nderung dieser Zellen ist es jedoch wahrscheinlich, daß der transepitheliale Transport der
Sertoli–Zellen gesto¨rt ist und es dadurch zu der Keimzelldegeneration kommt.
Die Sertoli–Zellen zeigten starke morphologische Vera¨nderungen. Mo¨glicherweise waren
die Sertoli–Zellen in ihrer Funktion stark gesto¨rt. Da kein Lumen in den Tubuli seminiferi ent-
stand, ist es denkbar, daß ClC–2 an der Sekretion der Tubulusflu¨ssigkeit beteiligt ist. Mit einer
zehnfach ho¨heren Kaliumkonzentration als das Plasma weist die Flu¨ssigkeit in den Tubuli semi-
niferi eine einzigartige Zusammensetzung auf. Die Aufrechterhaltung dieser ungewo¨hnlichen
Zusammensetzung ha¨ngt wahrscheinlich von der Anwesenheit von Keimzellen ab (Waites und
Gladwell, 1982). U¨ber die Mechanismen, die zur Entstehung der Tubulusflu¨ssigkeit beitragen,
ist wenig bekannt. Von Hinton und Setchell wurde ein Modell vorgeschlagen, daß K+ durch
eine Pumpe, mo¨glicherweise durch eine Na+–K+–ATPase, aktiv von Sertoli–Zellen aus dem
Interstitium aufgenommen wird (Hinton und Setchell, 1978). Das Kalium verl¨aßt entlang des
Konzentrationsgradienten die Sertoli–Zelle auf der adluminalen Seite. ClC–2 ko¨nnte in dem
komplexen Vorgang der Sekretion der Tubulusflu¨ssigkeit eine wichtige Rolle spielen, in dem
es fu¨r einen Ladungsausgleich im Lumen sorgt und damit den elektrochemischen Gradienten
fu¨r K+ aufrechterha¨lt.
Pace und Mitarbeiter vermuten, daß in der NKCC1 Knockout Maus die Sekretion der
Tubulusflu¨ssigkeit gesto¨rt ist und dies der Grund fu¨r die beobachtet ma¨nnliche Infertilita¨t ist
(Pace et al., 2000). Allerdings konnte NKCC1 nur basolateral lokalisiert werden, daher muß
man hier von einem indirekten Mechanismus ausgehen.
In der Immunhistologie (Abb. 5.19) konnte gezeigt werden, das ClC–2 in der Na¨he von
Keimzellen exprimiert wird. Dort ko¨nnte das Gleichgewicht der Ionenzusammensetzung in
den engen Spalten zwischen Sertoli– und Keimzellen gesto¨rt sein. Sertoli–Zellen stehen in
engem Kontakt mit den reifenden Keimzellen; daher ko¨nnte ClC–2 neben der Sekretion der
Tubulusflu¨ssigkeit auch an Transportprozessen von Na¨hrstoffen beteiligt sein. Sertoli–Zellen
versorgen die Spermatozyten mit Laktat. Der Transport von Laktat wird durch einen H+–
Laktat Kotransporter vermittelt (Halestrap und Price, 1999). Da sich durch den Kotransport
von Protonen der pH–Wert sowohl in den Sertoli–Zellen als auch in dem schmalen Spalt
zwischen Sertoli– und Keimzellen a¨ndert, ist eine wirksame pH–Wert Regulation erforderlich.
ClC–2 o¨ffnet bei extrazellul¨arer Ansa¨urung (Jordt und Jentsch, 1997) und ko¨nnte damit fu¨r
ein Gleichgewicht in der Cl−–Konzentration sorgen, das beno¨tigt wird, um den Transport von
HCO−3 u¨ber den HCO
−
3 /Cl
−–Austauscher aufrecht zu erhalten (siehe dazu auch Abschnitt
6.4.4).
Bisher war es nicht mo¨glich, diese Hypothesen durch Experimente zu untermauern. Aus
technischen Gru¨nden konnte der pH–Wert innerhalb der sehr schmalen Spalten zwischen
Sertoli– und Keimzellen nicht bestimmt werden. Da von den Clcn2−/− Ma¨usen keine Tubu-
lusflu¨ssigkeit gebildet wurde, konnte die Ionenkonzentration dort nicht bestimmt werden.
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6.4.2.3 Einfluß von ClC–2 auf den Hormonhaushalt
Es ist auch eine hormonelle Dysfunktion als Ursache fu¨r die Infertilita¨t denkbar, da die Keim-
zellreifung durch Sexualhormone gesteuert wird. Die Sexualhormone LH (luteinisierendes
Hormon) und FSH (follikelstimulierendes Hormon) werden in der Hypophyse gebildet und
beeinflussen die Gonaden. Sie bewirken in beiden Geschlechtern die Bildung der Gonaden
und regen die Ausschu¨ttung anderer Sexualhormone an. In Leydig–Zellen wird das testikul¨are
Androgen Testosteron gebildet; es ist im Hoden fu¨r die normale Spermatogenese wichtig.
Es ist bekannt, daß die Steroidbiosynthese in Leydig–Zellen durch das luteinisierende Hor-
mon (LH) oder das humane Chorionic Gonadotropin (hCG) u¨ber einen 3,5–zyklisches AMP
(cAMP) vermittelten Mechanismus stimuliert wird (Cooke et al., 1992). Daru¨berhinaus wurde
gezeigt, daß andere second messenger Systeme wie Arachnidonsa¨ure und ihre Metaboliten,
Kalzium und der Efflux von Chloridionen (Choi und Cooke, 1990) eine Rolle spielen. Der
Chloridkanalblocker SITS (4-acetamido-4’-isothiocyanatostilbene- 2,2’-disulphonic acid) inhi-
bierte die LH–stimulierte Steroidbiosynthese bei niedrigen (bis 1 ng/ml), aber nicht bei hohen
(100 ng/ml) LH Konzentrationen. Außerdem wurde die durch cAMP und Froskolin stimulierte
Steroidbiosynthese nicht durch SITS beeinflußt. Geringere extrazellul¨are Chloridkonzentratio-
nen versta¨rkten die Steroidbiosynthese bei geringen, aber nicht bei maximalen Dosen von LH.
Daher wird angenommen, daß die bei niedrigen LH Konzentrationen die Steroidbiosynthese
von Chloridkana¨len abha¨ngt und bei hohen LH Konzentrationen durch cAMP reguliert wird
(Choi und Cooke, 1990)
In patch clamp Experimenten konnte in Leydig–Zellen und Sertoli–Zellen von Clcn2+/+
Tieren ein hyperpolarisationsaktivierter Chloridstrom gemessen werden. Da der Strom in
Clcn2−/− Tieren nicht vorhanden war und seine Eigenschaften gut mit denen von ClC–2
u¨bereinstimmten, ist davon auszugehen, daß dieser Strom durch ClC–2 vermittelt wird (siehe
Abschnitt 5.3.6).
Von Noulin und Mitarbeitern wird ein hyperpolarisationsaktivierter Chloridstrom in
Leydig–Zellen beschrieben (Noulin und Joffre, 1993; Noulin et al., 1996). Diese Chlorid-
leitfa¨higkeit weist zwar einige A¨hnlichkeiten mit den Eigenschaften von ClC–2 auf; so ist er
ebenfalls schwellungsaktiviert, jedoch im Gegensatz zum heterolog exprimierten ClC–2 sensitiv
gegen cAMP. Außerdem werden die dort beschriebenen Stro¨me, anders als bei ClC–2, durch
1mM SITS und 1mM DIDS blockiert.
Mo¨glicherweise u¨berlappen die in dieser Arbeit gefundenen und die von Noulin und Mit-
arbeitern beschriebenen Chloridleitfa¨higkeiten. Da aber die untersuchten Sexualhormone im
Serum und die durch hCG oder 8–bromo-cAMP induzierte Testosteron–Sekretion an isolierten
Leydig–Zellen in Clcn2−/− Tieren nicht signifikant vera¨ndert waren (siehe Abschnitt 5.3.7),
konnte die Ursache fu¨r das Absterben der Keimzellen nicht durch eine fehlende Regulation
der Chloridkonzentration in Leydig–Zellen erkl¨art werden.
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6.4 Analyse der Clcn2−/− Maus
6.4.2.4 Unfruchtbarkeit und Defekte in Genen von Ionentransportern
Unfruchtbarkeit wurde in Zusammenhang mit einigen anderen Ionenkana¨len und Transpor-
tern beobachtet. In keinem dieser Fa¨lle kam es aber zu einem vo¨lligen Verlust der Keimzellen.
Eine Mutation in dem GIRK2 K+–Kanal fu¨hrt in der weaver Maus zu ma¨nnlicher Unfrucht-
barkeit. Zusa¨tzlich sterben Neurone im Kleinhirn der weaver Maus ab (Harrison und Roffler-
Tarlov, 1998). Dies liegt an einer vera¨nderten Ionenselektivita¨t des mutierten Kanals. Ma¨use, in
denen das Gen fu¨r GIRK2 deletiert wurde, sind fruchtbar (Signorini et al., 1997). Ma¨nnliche
Patienten mit einer Mutation im Gen fu¨r CFTR sind ebenfalls unfruchtbar. In diesem Fall
ist die Unfruchtbarkeit durch einen Defekt in den Nebenhoden und den Samenleitern be-
dingt (Wong, 1998). Ma¨use mit einer CFTR–Mutation sind allerdings fruchtbar (Snouwaert
et al., 1992). Hier zeigt sich, daß nicht alle physiologischen Erkenntnisse, die in Mausmodelle
gewonnen werden, direkt auf den Menschen u¨bertragbar sind.
In dem Na+–K+2Cl−–Kotransporter (NKCC1) Knockout Mausmodell, das mehrere Or-
gandefekte hat, ist ebenfalls die Spermatogenense gesto¨rt (Pace et al., 2000). Hier scheint durch
das Fehlen von NKCC1 die Produktion der Tubulusflu¨ssigkeit gesto¨rt zu sein; allerdings ist in
diesem Fall der Verlust der Keimzellen nicht vollsta¨ndig.
6.4.3 Gemeinsamkeit der Hoden– und Retinadegeneration
Durch andere Mitarbeiter der Gruppe wurde zuna¨chst in Verhaltensversuchen festgestellt daß
die Clcn2−/− Tiere blind sind (Bo¨sl et al., 2000) . Durch histologische Analysen konnte dies
auf eine progressive Retinadegeneration zuru¨ckgefu¨hrt werden. Die genaue Ursache fu¨r die
Degeneration der Photorezeptoren konnte nicht gekl¨art werden. Es wurde der transepitheliale
Strom u¨ber Retina Pigment Epithel (RPE) in einer Ussing–Kammer gemessen. Dort ergab sich
eine signifikante Reduktion der transepithelialen Spannung und des Kurzschlusstroms (Bo¨sl
et al., 2000).
Das RPE erfu¨llt im Auge eine vergleichbare Aufgabe wie die Sertoli–Zellen im Hoden.
Sie bilden die Blut–Hirnschranke im Auge (Tserentsoodol et al., 1998) und versorgen die
Photorezeptoren. Zwischen Photorezeptoren und Zellen des RPE bildet sich ein sehr schmaler
Zwischenraum, der sogenannte subretinale Spalt. A¨hnlich wie Sertoli–Zellen transportiert das
RPE Flu¨ssigkeit und Laktat (Zeuthen et al., 1996; Philp et al., 1998). Die Zellen des RPE
phagozytieren die a¨ußeren Segmente der Photorezeptoren.
Mo¨glicherweise ist ClC–2 an der Regulation der Ionenhomo¨ostase in den schmalen Spalten
zwischen Photorezeptoren und RPE beteiligt, a¨hnlich wie in den Tubuli seminiferi. Wie in
Abschnitt 6.4.2.2 diskutiert, ist auch das RPE an dem Transport von Laktat beteiligt.
6.4.4 Funktion von ClC–2
Durch die Analyse des Knockouts fu¨r CLCN2 konnte die Funktion von ClC–2 im Organismus
untersucht werden. Die vorher angenommene Beteiligung an der Lungen– und Nierenentwick-
lung konnte ebensowenig wie eine Funktion in der Magensa¨uresekretion besta¨tigt werden. Eine
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Abb. 6.5: ClC–2 ko¨nnte an der Regulation des pH–Werts in den schmalen Spalten zwischen
Sertoli– und Keimzellen oder im subretinalen Spalt beteiligt sein.
eingehende Untersuchen, ob ClC–2 an der Regulation der intrazellul¨aren Chloridkonzentrati-
on in Neuronen beteiligt ist, steht noch aus.
Die Hoden– und Retinadegeneration lassen vermuten, daß ClC–2 am transepithelialen
Transport, an der Aufrechterhaltung der Ionenhomo¨ostase in den schmalen Spalten zwischen
Sertoli– und Keimzellen und in dem subretinalen Spalt signifikant beteiligt ist. Durch die
Messungen des transepithelialen Transports u¨ber das RPE wird diese Hypothese unterstu¨tzt
(Bo¨sl et al., 2000).
In den sehr schmalen Spalten ko¨nnte durch den den Kotransport von Protonen und
Laktat der pH–Wert eine effektive Regulation erfordern. Durch den Kotransport von H+
und Laktat sinkt der extrazellul¨are pH–Wert. Um den pH–Wert nicht zu sauer werden zu
lassen, wird durch den Anionenaustauscher intrazellul¨ares HCO−3 gegen Cl
− ausgetauscht.
Die Chloridionen ko¨nnen die Zelle wieder durch den bei saurem extrazellul¨arem pH–Wert
aktivierten ClC–2 verlassen. Dies ist in Abb. 6.5 schematisch dargestellt.
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In dieser Arbeit wurden die Funktion der beiden Chloridtransportproteine KCC2 und ClC–2
in Knockout Mausmodellen untersucht. Wa¨hrend ClC–2 ein ubiquita¨r exprimierter Chlorid-
kanal ist (Thiemann et al., 1992), wird KCC2 ausschließlich in ZNS exprimiert (Payne et al.,
1996).
Von beiden untersuchten Chloridtransportern wurde erwartet, daß sie eine wichtige Rol-
le in der Regulation der intrazellul¨aren Chloridkonzentration in Neuronen spielen. Fu¨r
KCC2 konnte dies zum ersten Mal im physiologischen Zusammenhang besta¨tigt werden. In
Clcn2−/− Tieren wurde jedoch keine neurologische Vera¨nderung beobachtet. Eine eingehende
Untersuchung der neuronale Funktion von ClC–2 steht jedoch noch aus, so daß eine subtile
neuronale Funktion von ClC–2 nicht ausgeschlossen werden kann.
Daß ein Furosemid–sensitiver Kation–Chlorid–Kotransporter an der Regulation der in-
traneuronalen Chloridkonzentration beteiligt ist, wird schon lange vermutet (Misgeld et al.,
1986). KCC2 war als ausschließlich neuronal exprimierter Transporter ein guter Kandidat. In
dieser Arbeit konnte die wichtige Funktion von KCC2 fu¨r die Regulation der intraneuronalen
Chloridkonzentration zum ersten mal im physiologischen Zusammenhang eines Tieres gezeigt
werden. Die Kcc2−/− Tiere waren nicht lebensfa¨hig, da sie nicht atmeten. Ihre ungewo¨hnliche
Haltung ließ auf einen schweren Defekt in der motorischen Kontrolle schießen. In einer Reihe
von funktionellen Experimenten konnte gezeigt werden, daß die chloridabha¨ngige Inhibition
der Motoneurone in Kcc2−/− Tieren gesto¨rt ist, da das elektrochemische Chloridpotential po-
sitiv gegenu¨ber dem Ruhemembranpotential ist. Ableitungen am isolierten Ischiasnerv zeigen
bei Kcc2−/− Tieren eine starke spontane Aktivita¨t; die Reizantwort ist in Kcc2−/− Tieren im
Gegensatz zu Kontrolltieren polyphasisch. In patch clamp Messung an Motoneuronen von
Kcc2−/− Tieren wurde gezeigt, daß diese eine erho¨hte intraneuronale Chloridkonzentration
haben. Daher fu¨hrt die Aktivierung von GABA– und Glyzin–Rezeptoren zu einer signifikant
sta¨rkeren Depolarisation. In diesen Messungen konnte auch gezeigt werden, daß in Kontroll-
tieren Aktionspotentiale durch GABA unterdru¨ckt werden, wa¨hrend in Kcc2−/− Tieren die
Depolarisation ausreichte, um Aktionspotentiale auszulo¨sen.
In histologischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß KCC2 nur in den Dendriten
und Somata der Neuronen exprimiert wird. In der Elektronenmikroskopie konnte KCC2 in
der Na¨he inhibitorischer Synapsen lokalisiert werden. Die Lokalisation an inhibitorischen
Synapsen paßt gut zu den funktionellen Ergebnissen und unterstreicht nochmal die wichtige
Rolle von KCC2 in diesem Zusammenhang.
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Die Ursache fu¨r das Versagen der Atmung der Kcc2−/− Tiere konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht na¨her gekl¨art werden. Bisher ist nicht bekannt, wie der Atemrhythmus generiert
wird, daher ist es schwierig, den Einfluß der chloridabha¨ngigen Inhibition auf die Rhythmo-
genese im Atemzentrum zu erkl¨aren. Hier sind weitere Untersuchungen no¨tig, um zu kl¨aren,
ob die Generierung des Rhythmus oder die Fortleitung der motorischen Impulse fu¨r die Atem-
muskulatur gesto¨rt ist.
Um zu u¨berpru¨fen, wieweit andere Chloridtransportern an der Regulation der intrazel-
lul¨aren Chloridkonzentration beteiligt sind, wurde die Expression von KCC2 in Kontrolltie-
ren und Kcc2−/− Tieren mit der Expression anderer Chloridtransporter verglichen. In in situ
Hybridisierungen von Ru¨ckenmarksschnitten, zu zwei Zeitpunkten wa¨hrend der embryonal
Entwicklung, konnte KCC2 Transkripte zuna¨chst (E12,5) im Vorderhorn und spa¨ter (E18,5)
im gesamten Ru¨ckenmark nachgewiesen werden. Transkripte der anderen untersuchten Chlo-
ridtransporter konnte nur in geringeren Mengen und diffuser verteilt detektiert werden. Die
Funktion von KCC2 wurde nicht durch andere Chloridtransporter kompensiert, der quantita-
tive Vergleich der RNA–Mengen in einem RPA zeigte nur eine Zunahme der Expression von
KCC1. Da NKCC1 Transkripte nur in einzelnen Neuronen des Ru¨ckenmarks und in den
Spinalganglien nachzuweisen waren, ist eine wichtige Funktion von NKCC1 in der Regulation
der intraneuronalen Chloridkonzentration unwahrscheinlich, die in diesem Zusammenhang
diskutiert wurde.
Fu¨r ClC–2 war eine a¨hnliche Funktion erwartet worden (Smith et al., 1995; Staley et al.,
1996), dies konnte aber nicht besta¨tigt werden. U¨berraschenderweise sind ma¨nnliche Clcn2−/−
aufgrund einer Hodendegeneration infertil; sechs Wochen nach der Geburt sind in ihren
Hoden keine Keimzellen mehr nachzuweisen. Daru¨berhinaus wurde von Mitarbeiten der
Arbeitsgruppe festgestellt, daß die Clcn2−/− Tiere aufgrund einer schnell fortschreitenden
Photorezeptordegeneration blind sind; diese beginnt etwa zwei Wochen nach der Geburt.
In der ersten Analyse der Clcn2−/− Maus wurde daher der Hodenpha¨notyp untersucht.
Die Spermatozyten erreichen die erste meiotische Zellteilung, danach ballen sie sich zu Rie-
senzellen zusammen und sterben ab. Kurz danach beginnen auch die Spermatogonien zu
degenerieren. Der Beginn der Degeneration der Keimzellen fa¨llt zeitlich mit der Ausbildung
der Blut–Hodenschranke zusammen. An isolierten Sertoli– und Leydig–Zellen konnte mit der
patch clamp Methode eine funktionelle ClC–2 Expression nachgewiesen werden. Obwohl ange-
nommen wird, daß die Testosteronsekretion unter anderem von Chlorid reguliert wird, konnte
eine hormonelle Dysfunktion der Leydig–Zellen als Ursache fu¨r die Keimzelldegeneration aus-
geschlossen werden. Die Lokalisation von ClC–2 in der Plasmamembran von Sertoli–Zellen
und der funktionelle Expression in diesen Zellen legen die Vermutung nahe, daß ClC–2 am
transepithelialen Transport beteiligt ist.
Die A¨hnlichkeit zwischen Keimepithel und Retina lassen vermuten, daß ClC–2 am tran-
sepithelialen Transport beteiligt ist und fu¨r die Regulation der Ionenhomo¨ostase in kleinen
Kompartimenten eine wichtige Rolle spielt. Beide Epithelien bilden eine Blut–Organschranke
aus und versorgen die Keimzellen bzw. die Photorezeptoren mit wichtigen Na¨hrstoffen, unter
anderem mit Laktat. Laktat wird von einem Laktat–Protonen Kotransporter transportiert, da-
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durch kommt es zu einem Anstieg des extrazellul¨aren pH–Werts. Der pH–Wert ko¨nnte durch
einen Anionenaustauscher konstant gehalten werden. Das durch den Anionenaustauscher ak-
kumulierte Chlorid kann die Zelle durch ClC–2 wieder verlassen. Dies ist eine Mo¨glichkeit wie
ClC–2 fu¨r eine notwendige Chloridsekretion in den schmalen Spalten zwischen Sertoli–Zellen
und Keimzellen und zwischen RPE–Zellen und Photorezeptoren verantwortlich sein ko¨nnte.
Von anderen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe wurde eine Vera¨nderung des transepithelialen
Stroms u¨ber das RPE der Clcn2−/− Tire festgestellt. Es sind aber noch weitere Untersuchun-
gen notwendig, um herauszufinden wie ClC–2 an dem transepithelialen Transport beteiligt
ist.
Neben der Analyse des Hauptpha¨notyps wurden einige Hypothesen der Funktion von
ClC–2 u¨berpru¨ft. Im Vorfeld der Arbeit wurde durch Northern–Analyse gezeigt, daß ClC–
2 in Gehirn, Magen, Lunge und Niere relativ spezifisch exprimiert wird (Malinowska et al.,
1995; Murray et al., 1995; Murray et al., 1996; Obermu¨ller et al., 1998). Wegen der relativ
spezifischen Expression in Lunge und Niere wurde eine Funktion in der Entwicklung dieser
Gewebe abgeleitet. Die Expression im Magen war Anlaß zur Vermutung, daß ClC–2 an der
Magensa¨uresekretion beteiligt ist. Erstaunlicherweise zeigten die Clcn2−/− Tiere in keinem
dieser Gewebe einen auffa¨lligen Pha¨notyp. Die Magensa¨uresekretion war nicht vera¨ndert,
ebensowenig wurde ein Vera¨nderung der Lunge oder der Niere beobachtet.
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8 Ausblick
Die Analyse des Mausmodelle ist noch nicht abgeschlossen. Es wurden in beiden Mausmodel-
len zuna¨chst die auffa¨lligsten Vera¨nderungen untersucht.
Da die Kcc2−/− Ma¨use schon kurz nach der Geburt starben, konnte die Regulation der
intrazellul¨aren Chloridkonzentration nicht in phylogentisch ju¨ngeren Bereichen des ZNS un-
tersucht werden. Zur Zeit wird in der Arbeitsgruppe ein konditioneller KCC2 Knockout
hergestellt, damit ist es mo¨glich, KCC2 in augewa¨hlten Bereichen des ZNS auszuschalten.
Bisher ist nicht gekl¨art, die Sto¨rung der Atmung der Kcc2−/− Tiere durch eine Fehlfunkti-
on der Rhythmogenese im Atemzentrum selbst oder der Motoneurone begru¨ndet ist. Koshiya
und Mitarbeiter zeigen durch Calcium Imaging, daß einzelne Neuronen in der Medulla ob-
longata eine rhythmische Aktivita¨t aufweisen, die mit der Aktivita¨t der Nervenwurzeln, die die
Atemmuskulatur innervieren, synchronisiert ist (Koshiya und Smith, 1999). Mit dieser Metho-
de ko¨nnte man untersuchen, ob eine rhythmische Aktivita¨t von Neuronen im preBo¨tzinger–
Komplex zu beobachten ist. Dadurch erha¨lt man mo¨glicherweise einen genaueren Einblick in
die Rhythmogenese und die Bedeutung der chloridabha¨ngigen synaptischen Inhibition.
Ku¨rzlich ist von Kuner und Augustine ein chloridsensitvier Farbstoff beschrieben worden,
mit dem es mo¨glich ist, die Chloridkonzentration nicht invasiv zu bestimmen (Kuner und
Augustine, 2000). Dies ist eine elegante Methode den Einfluß von KCC2 und von ClC–2 auf
die Chloridakkumulation in Neuronen zu untersuchen.
Die genaue Ursache fu¨r die Hodendegeneration der Clcn2−/− Tiere konnte bisher nicht
gekl¨art werden. Die erste Analyse der Clcn2−/− Maus legt die Vermutung nahe, daß ClC–2 am
transepithelialen Transport beteiligt ist. Erste Messungen am RPE zeigen eine Vera¨nderung des
transepithelialen Transports. Die funktionelle Untersuchung des transepithelialen Transports
des Keimepithels ist schwierig. Man kann versuchen Sertoli–Zellen auf Membranen polarisiert
wachsen zu lassen und an diesem Epithel in vitro die Transportfunktion der Sertoli–Zellen
untersuchen. Mo¨glicherweise gelingt es, durch Messungen mit pH–sensitiven Fluoreszenzfarb-
stoffen oder Mikroelektroden den pH–Wert in Sertoli–Zellen oder RPE–Zellen zu bestimmen
und damit eine Hinweis auf den Funktion von ClC–2 zu erhalten. Durch transgene Expres-
sion von ClC–2 in Sertoli–Zellen und RPE–Zellen soll versucht werden, die Degenerationen
zu beheben. Eine erfolgreiche Wiederherstellung der Funktion der beiden Epithelien wu¨rde
zeigen durch welche Zellen die Degeneration verursacht wird.
Es ist nicht auszuschließen, daß auch andere Organe, die ebenfalls eine starke Zell–Zell
Interaktion haben, durch die Deletion von Clcn2 vera¨ndert sind.
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Weiterhin ist es no¨tig, die neuronalen Beteiligung von ClC–2 genauer zu untersuchen.
Mit dem Knockout kann die Frage beantwortet werden, ob der hyperpolarisationsaktivierte
Chloridstrom, der in hippokampalen Neuronen beschrieben wurde, auf ClC–2 zuru¨ckzufu¨hren
ist. In weiteren Untersuchungen wa¨re zu kl¨aren, ob die inhibitorische Wirkung von Glyzin
und GABA vera¨ndert ist. In diesem Zusammenhang ist auch die Kreuzung von Clcn2−/−
und Kcc2−/− Ma¨usen interessant.
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9 Kollaborationen
An dieser Stelle sind die Kollaborationen im einzelnen aufgefu¨hrt, die die Arbeit zum einen
ermo¨glicht haben oder wichtige Informationen fu¨r die Analyse lieferten.
• Der Clcn2 Knockout wurde von Dr. M. Bo¨sl und der Kcc2 Knockout wurde von Dr.
C. Hu¨bner erzeugt. Sie habe sich auch um die Zucht der Tiere geku¨mmert.
• Herr Prof. A. Holstein hat bei der histologischen Analyse der Hodendegeneration ge-
holfen. Die Semidu¨nnschnitte sind in seinem Labor entstanden.
• Der RNAase Protection Assay und die in situ Hybridisierungen wurde zusammen mit
Dr. I. Hermans-Borgmeyer und Dr. C. Hu¨bner durchgefu¨hrt.
• Die Hormonewerte wurden im Labor von Dr. A. Mukhopadhyay, Institut fu¨r Hormon-
forschung, Hamburg und bei Prof. I. Huhtaniemie, Turku, Finnland bestimmt.
• Dr. M. Schweizer hat die Elektronenmikroskopie durchgefu¨hrt.
97
9 Kollaborationen
98
10 Vero¨ffentlichungen
Neben den beschriebenen Untersuchungen wurde zu Beginn die Funktion von ClC–2 in hete-
rologen Expressionssystemen untersucht. Es wurden Mutationen, die das Schaltverhalten von
ClC–2 analysiert und untersucht wie das Schalten von der extrazellul¨aren Chloridkonzentrati-
on abha¨ngt. Die Ergebnisse sind vero¨ffentlicht in:
Pusch, M., Jordt, S. E., Stein, V. und Jentsch, T. J. (1999). Chloride dependence of hyper-
polarization-activated chloride channel gates. Journal of Physiology (London), 515(Pt 2):341-
353
In einer weiteren Studie wurde herausgefunden, daß der spannungsabha¨ngige Kaliumka-
nal KCNQ2/KCNQ3 durch PKA moduliert wird. In der inside–out Konfiguration der patch
clamp Technik wurde gezeigt, daß die katalytische Untereinheit von PKA den Strom, der durch
KCNQ2/KCNQ3 heteromere Kaliumkana¨le vermittelt wird, um etwa 30% erho¨ht. Mutatio-
nen in den Gene fu¨r von KCNQ2 und KNCQ3 fu¨hren zu einer kindlichen Epilepsieform.
Die Ergebnisse sind vero¨ffentlicht in
Schroeder, B. C., Kubisch, C., Stein, V. und Jentsch, T. J. (1998). Moderate loss of function of
cyclic-AMP-modulated KCNQ2/KCNQ3 K+ channels causes epilepsy. Nature, 396(6712):687-
690
Teile der vorliegenden Disseration wurden mit dem Einversta¨ndnis der Betreuer sind zur
Vero¨ffentlichung eingereicht:
1. Bo¨sl, M.R, Stein, V., Hu¨bner, C., Zdebik, A., Jordt, S. E., Mukhopadhyay, A. K., Davi-
doff, M. S., Holstein, A. F. und Jentsch, T. J. (2000). Testicular and Retinal Degeneration
in Mice defficient for the ClC-2 Chlorid Channel. zur Vero¨ffentlichung eingereicht
bei EMBO
2. Hu¨bner, C., Stein, V., Hermans-Borgmeyer, I., Meyer, T., Ballanyi, K. und Jentsch, T.
J. (2000). Disruption of KCC2 reveals an essential role of KCl–cotransport in synaptic
inhibition. zur Vero¨ffentlichung eingereicht bei Nature
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